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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
altEj ali MMEJ Združevanje alternativnih koncev 
bp   Bazni par 
Cas9 S CRISPR-jem povezan protein 9 (ang. CRISPR associated protein 
9) 
CPP   Dostavni peptidi (ang. cell penetrating peptides) 
CRISPR Gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromih ponovitev (ang. 
clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 
crRNA RNA molekula, ki vsebuje 20 nt dolgo vodilno zaporedje 
komplementarno tarčni DNA (ang. CRISPR RNA) 
ddH2O   Bidestilirana voda 
ddNTP  Dideoksinukleotid 
DSB   Dvojnoverižni zlom DNA (ang. double strand break) 
FDA   Fluorescein diacetat 
GUS β-glukoronidaza 
GFP Zeleno fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein) 
hpt Higromicin fosfotransferaza 
HR ali HDR Popravljanje dvojnih prelomov DNA s homologno rekombinacijo 
(ang. homology directed repair) 
LHEs Modificirane meganukleaze (ang. LAGLIDADG homing 
endonucleases) 
LNA   Zaprtne nukleinske kisline 
MES   2-(N-morfolino) etansulfonska kislina 
NAA   α-3-naftil ocetna kislina 
NGS Sekvenciranje naslednje generacije (ang. next generation 
sequencing) 
NHEJ Popravljanje dvojnih prelomov DNA z združevanjem nehomolognih 
koncev DNA (ang. non-homologous end joining) 
NPBT nove tehnike žlahtnjenja rastlin (ang. new plant breeding techniques) 
nt   Nukleotid 
NUC   Majhna prepoznavna domena na Cas9 
ODM   Z oligonukleotidi izzvana usmerjena mutageneza 
PAM Zaporedje na tarčni DNA, brez katerega encim ne more ustvariti 
DSB, za encim Cas9 iz Streptococcus pyogenes ima zaporedje NGG 
(ang. protospacer adjacent motif) 
XII 
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pds   Fitoen desaturaza 
PEG   Polietilenglikol 
PEG4000  Polietilenglikol z molsko maso 4000 g/mol 
PNA   Peptidne nukleinske kisline 
rcf   Relativna centrifugalna sila 
REC   Velika prepoznavna domena na Cas9 
rpm   Obrati na minuto 
sgRNA  Vodeča RNA (ang. single guide ribonucleic acid) 
SNP Polimorfizem posameznih nukleotidov (ang. single nucleotide 
polymorphism) 
SSN   Sekvenčno specifična nukleza 
T7E1   T7 Endonukleaza I 
TALENs Nukleaze TAL efektorjev (ang. transcriptional activator-like effector 
nucleases) 
tracrRNA Transaktivajoča CRISPR RNA (ang. trans-activating CRISPR RNA) 
je RNA molekula, ki se poveže s crRNA in Cas9 proteinom, s čimer 
aktivira kompleks za delovanje 
TRV   virus šelestenja tobaka (ang. Tobacco rattle virus) 
ZFN   Nukleaze cinkovih prstov (ang. zinc finger nucleases) 
2,4-D   2,4-diklorofenoksična kislina 
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Žlahtnjenje rastlin je ključnega pomena za trajnostno kmetijstvo. Rastlinska biotehnologija 
vstopa v fazo, v kateri se metode za indukcijo naključnih mutacij (uporaba mutagenih 
agensov in sevanja), nadomeščajo s tehnologijami za preurejanje genomov, ki omogočajo 
natančno manipulacijo specifičnih genomskih sekvenc. Te tehnologije se zanašajo na 
sekvenčno specifične nukleaze (SSN), s katerimi pride do tarčno specifičnega 
dvojnoverižnega preloma DNA (DSB) na želeni lokaciji v genomu. CRISPR/Cas9 je hitro 
razvijajoča se tehnika genskega preurejanja, ki je bila uspešno uporabljena pri različnih 
organizmih, tudi modelnih rastlinah in številnih kmetijsko pomembnih rastlinah. 
Tehnologija predstavlja pomemben napredek glede na ostale tehnike preurejanja genomov 
v smislu dosežene nove ravni ciljne usmerjenosti, učinkovitosti in enostavnosti uporabe. 
Pri tej tehniki endonukleaza DNA Cas9 veže poljubno vodečo RNA (sgRNA), ki je 
komplementarna tarčnemu zaporedju DNA. Kompleks sgRNA/Cas9 prepozna vezavno 
mesto na genomski DNA, ki je definirano z 20 nukleotidov (nt) dolgim komplementarnim 
odsekom med sgRNA in tarčno DNA, v 5' regiji pred motivom PAM, ki je nujno potreben 
za vezavo kompleksa in ima pri uporabljenemu sistemu iz Streptococcus pyogenes 
nukleotidno zaporedje NGG. Cepitev poteče 3 nt v 5' smeri od PAM regije. Do spremembe 
v genomski DNA pride zaradi izrabljanja celičnih popravljalnih mehanizmov - združevanja 
nehomolognih koncev (NHEJ) ali s pomočjo homologne rekombinacije (HR). 
1.1 NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je bila vzpostavitev uspešne metode izolacije protoplastov oljne 
ogrščice (Brassica napus L.) z ustrezno živostjo za kasnejši vnos ribonukleotidnih 
kompleksov (RNP) CRISPR/Cas9. Za izolacijo protoplastov je bilo potrebno optimizirati 
pripravo rastlinskega materiala in sestavo encimske raztopine za razgradnjo celične stene 
ter sam postopek izolacije in transformacije protoplastov. Cilj je bila indukcija mestno 
specifičnih mutacij v genu pds, ki kodira encim fitoen desaturazo. Razvit postopek bi lahko 
bil uporaben za aplikativne študije mutacij tarčnih genov tudi pri drugih rastlinskih vrstah.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 OLJNA OGRŠČICA (Brassica napus L.) 
Oljna ogrščica (Brassica napus L.) je vsesplošno uporabna rastlina, ki spada v družino 
križnic (Brassicaceae). Vrsta vključuje dve podvrsti, prva obsega zelenjadne predstavnike, 
med njimi podzemno kolerabo (B. napus L. subsp. napobrassica (L.) Hanelt), druga (B. 
napus L. subsp. napus L.) pa združuje ozimno ter jaro in oljno ter krmno obliko navadne 
ogrščice. B. napus se lahko prideluje kot krmna rastlina za krmo govedu, v vegetativni fazi 
razvoja se seje za podor z namenom obogatitve tal z organsko snovjo, ali pa se prideluje 
kot oljnica z visoko vsebnostjo olja v semenu. Vrsta je zaradi možnosti večnamenske 
uporabe (prehrana ljudi, živalska krma, biogorivo, farmakologija) ena izmed bolj 
perspektivnih oljnic v Sloveniji (Pipan in sod., 2013). Žlahtniteljski programi vrste B. 
napus so usmerjeni v spremembo agronomskih lastnosti vrste (odpornost na zimske 
razmere, toleranca na pozno setev, toleranca na sušo ter herbicide, odpornost na 
izdolževanje rastlin, izboljšana izraba dušika, zgodnja zrelost, prilagojena višina rastlin, 
odpornost zrnja na drobljenje), odpornosti na bolezni in škodljivce (na Cylindosporium sp., 
Phoma sp., Verticillium sp., Sclerotinia sp., TuYV-virus), značilnosti pridelka (količina 
pridelka, vsebnost olja v semenu, nizka vsebnost eruka kisline (<0,2 %), nizka vsebnost 
glukozinolatov (<18 mmol/kg semena), zmanjšana vsebnost lignina in izboljšana 
prebavljivost za monogastrične živali) (Pipan, 2013). Med naštetimi cilji prednačijo tisti, ki 
so povezani s pridelavo, vendar je velik napredek, kot poročajo Leckband in sod. (2002), 
videti tudi v žlahtnjenju ogrščice z namenom izboljšanja njene hranilne vrednosti za 
prehrano ljudi. 
 
Vrsta B. napus L. je alotetraploid (amfidiploid) (2n = 4x), nastal s spontanim medvrstnim 
križanjem diploidnih staršev (2n = 2x): repe (Brassica rapa L. ali Brassica campestris L.) 
z genomom AA (2n=20) in zelja (Brassica oleracea L.) z genomom CC (2n=18), 5.000 - 
10.000 let nazaj. Do spontanega križanja naj bi prišlo zaradi sočasnega gojenja obeh 
starševskih vrst na majhnem geografskem območju mediteranske regije (Snowdon, 2009).  
 
Tako kot ostali poliploidi, ki se razmnožujejo spolno, ima B. napus sodo garnituro 
kromosomov, ta pa ji omogoča uspešno ločitev in porazdelitev kromosomov med mejozo. 
Na ta način sledeče generacije ostajajo fertilne invzdržujejo konstantno število 
kromosomov.  
Tetraploidi imajo štiri garniture kromosomov, pri katerih so kopije določenega kromosoma 
lahko homologne ali pa homeologne. Genetika tetraploidov je bolj zapletena od genetike 
diploidov, saj sta v enem organizmu lahko na istem genskem lokusu prisotna več kot dva 
alela, aleli se pojavljajo v do štiri različnih variantah, obenem pa obstaja tudi več možnih 
rekombinacij genetskega materiala. Zaradi povečane heterozigotnosti je pri poliploidnih 
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rastlinah pridobivanje željenih lastnosti rastlin težavnejše kakor pri diploidnih (Voorrips in 
Maliepaard, 2012). 
2.2 PROTOPLASTI 
Protoplasti so rastlinske celice brez celične stene, pri katerih vsebino celice obdaja le 
plazmalema. Prvi protoplasti so bili izolirani leta 1892, in sicer z mehansko metodo, ki pa 
se je zaradi nizkega donosa izkazala za neuporabno. Leta 1960 je Coking prvič uspel 
izolirati protoplaste z uporabo encimov s celulazno in pektoliazno aktivnostjo. Po tem 
odkritju je encimska metoda postala vodilna za izolacijo protoplastov, vendar le iz 
parenhimskih celic z neolesenelimi celičnimi stenami (Navrátilová, 2004). Protoplasti se 
uporabljajo v bazičnih raziskavah in pri žlahtnjenju rastlin, kjer s postopki genske 
manipulacije, somatske hibridizacije in izkoriščanjem somaklonske variabilnosti lahko 
pridobivamo nove rastlinske vrste (slika 1).  
 
Slika 1: Izolirani protoplasti oljne ogrščice (Brassica napus L.). 
Na uspeh izolacije protoplastov vpliva več faktorjev, kot so tip izhodnega rastlinskega 
materiala, uporabljena rastlinska vrsta in sorta, fiziološko stanje rastline, uporabljeni 
encimi in razmere encimske izolacije ter posamezni koraki med izolacijo protoplastov. 
Protoplaste lahko izoliramo iz različnih rastlinskih tkiv (listov, korenin, hipokotilov, 
embrijev, kalusov, mikrospor, itd.). Liste se lahko vzorči rastlinam iz poljskih poskusov, 
rastlinam gojenih v rastlinjakih ali gojenih in vitro. Fiziološko stanje rastlin vpliva na 
uspeh izolacije protoplastov, zato se rastline, ki se jih uporablja v poskusih izolacije 
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protoplastov praviloma goji v nadzorovanih razmerah. Semena rastlin, ki se jih goji in 
vitro, se površinsko sterilizira in kali na gojiščih za kalitev. Rastline se redno subkultivira 
in s pomočjo mikropropagacije pridobiva veliko klonov matične rastline (Navrátilová, 
2004). Prednost in vitro gojenja dvokaličnic je možnost izolacije protoplastov iz radikule, 
hipokotilov, kotiledonov, korenin in koreninskih laskov, kaljenih le nekaj dni (Davey in 
sod., 2005). Za izolacijo protoplastov rastlin rodu Brassica so najprimernejše celice 
sterilnih hipokotilov, ki so lahko etiolirani (Kiełkowska in Adamus., 2012, 2014; Klíma in 
sod., 2009; Wang in sod., 2003) ali zeleni (Chen in sod., 2004) in mezofilne celice sterilnih 
listov (Kaur in sod., 2006; Nugent in sod., 2006; Navrátilová, 2004). Za izolacijo 
hipokotilnih protoplastov Wang in sod. (2003) priporočajo uporabo 5-7 dni starih 
hipokotilov, ostali avtorji pa 7 dni starih hipokotilov. Študije glede stresa, ki ga protoplasti 
doživijo v času izolacije, so pokazale, da protoplasti izolirani iz listov pri B. napus zaradi 
stresa doživljajo s poliamini inicirano senescenco (Davey in sod., 2005). 
 
Koncentracija in živost izoliranih protoplastov sta odvisni od koncentracije uporabljenih 
encimov, časovnega obdobja encimskega delovanja, pH-ja encimske raztopine, 
temperature in razmerja med volumnoma encimske raztopine ter rastlinskega tkiva 
(Navrátilová, 2004). Večstopenjski postopek izolacije protoplastov se sicer začne z 
izpostavitvijo rastlinskega materiala procesu plazmolize, s čimer se zmanjša možnost 
pokanja protoplastov (Murovec in Luthar, 2014). Do plazmolize pride s prenosom 
rastlinskega materiala v raztopino manitola ali sorbitola. Plazmolizi sledi inkubacija 
rastlinskega materiala v litičnih encimih za razgradnjo komponent primarne in sekundarne 
celične stene (celuloze in hemiceluloze) ter osrednje lamele, ki je pretežno iz pektina. V te 
namene se najpogosteje uporablja kombinacije encimov, ki jih proizvajajo glive, in sicer: 
 'Cellulase Onozuka R-10', ki je izolirana iz Trichoderma viride in vsebuje: 1,0 
U/mg celulaze, 0,6 U/mg α-amilaze, 0,4 U/mg pektinaze, 0,01 U/mg proteaze in 1,0 
U/mg hemicelulaze. 
 'Cellulase Onozuka RS', ki je izolirana iz Trichoderma viride in ima trikrat večjo 
ksilanazno aktivnost v primerjavi s 'Cellulase Onozuka R-10' 
 'Macerozyme R-10', ki je izoliran iz Rhizopus sp. in vsebuje: 0,5 U/mg pektinaze, 
0,1 U/mg celulaze in 0,25 U/mg hemicelulaze. 
 'Pectolyase Y-23', ki je izolirana iz Aspergillus japonicus, in vsebuje dva tipa 
pektinaz: endopoligalakturonazo in endopektin liazo. (Duchefa Biochemie, 2016) 
 
Za povečanje stabilnosti protoplastov v času inkubacije rastlinskega materiala v encimskih 
raztopinah in zmanjšanje sprememb pH, so raztopinam dodane anorganske soli (Ca
2+
) in 
organski pufri. Osmolarnost raztopin se prilagaja z dodatkom manitola, sorbitola, glukoze 
ali saharoze. 
 
Za delovanje encimov moramo zagotoviti ustrezne razmere. V večini primerov je pH 
vrednost gojišča za encime med 4,7 in 6,0 ter temperatura od 25 do 30 °C (Košmrlj, 2010). 
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Razlikuje se tudi trajanje inkubacije v encimskih raztopinah, pri rastlinah rodu Brassica, je 
inkubacija na sobni temperaturi in v temi lahko kratkotrajna (2-6 ur) ali pa dolgotrajna (16-
24 ur) (Navrátilová, 2004).  
Za izolacijo protoplastov iz oljne ogrščice, ostalih predstavnikov rodu Brassica in drugih 
rastlinskih vrst priporočajo Wang in sod. (2003), Kaur in sod. (2006), Kiełkowska in 
Adamus (2012) ter Woo in sod. (2015) encime celulazo 'Onozuka R-10', macerozim 
'Macerozyme R-10' in pektoliazo Y-23. Yoo in sod. (2007) so za izolacijo protoplastov iz 
listnega tkiva Arabidopsis thaliana (A. thaliana) uporabili iste encime, vendar v višji 
koncentraciji. Glede trajanja inkubacije z encimi si je večina avtorjev enotna, da je 
potrebna vsaj 12-urna inkubacija, Wang in sod. (2003) ter Kaur in sod. (2006) predlagajo 
prekonočno inkubacijo. Kiełkowska in Adamus. (2012) ter Woo in sod. (2015) priporočajo 
rahlo stresanje med inkubacijo z encimi, medtem ko drugi avtorji ne poročajo o uporabi le-
tega. 
 
Yoo in sod. (2007) priporočajo hitro enodnevno izolacijo, trajajočo 4-5 ur, medtem ko 
ostali avtorji predlagajo dva dni trajajočo izolacijo z vsaj 12-urno inkubacijo rastlinskega 
materiala v encimskih raztopinah. 
 
Za gojenje protoplastov po transformaciji se uporabljajo različna gojišča. Maddumage in 
sod. (2002) uporabljajo raztopino W5, osnova katere so kalijev, kalcijev in natrijev klorid. 
Yoo in sod. (2007) uporabljajo raztopino W1, ki vsebuje kalcijev klorid in manitol. Za 
gojenje pa so v uporabi tudi gojišča z drugačno sestavo, predvsem z dodanimi avksini za 
vzpodbujanje celične delitve. Wang in sod. (2003) priporočajo gojišče sestavljeno iz MS 
mikro- in makroelementi z vitamini, NAA (α-3-naftil ocetna kislina) in 6-BA oz. BAP (6-
benzilaminopurin), Klíma in sod. (2009) pa gojišče z vsebnostjo 2,4-D (2,4-
diklorofenoksična kislina), NAA in BAP.  
 
Protoplaste na začetku kultiviramo v popolni temi ali ob rahli osvetlitvi, dokler protoplasti 
ponovno ne sintetizirajo celične stene. Jakost osvetlitve po nekaj dneh gojenja povečamo 
na 2.000 do 5.000 lux. Idealna temperatura gojenja se giblje med 22 in 30 °C, odvisno od 
genotipa rastline (Navrátilová, 2004). 
2.2.1 Določanje živosti protoplastov s fluorescein diacetatom 
Živost protoplastov določamo z barvanjem s FDA (fluorescein diacetat). To je nepolarna 
spojina, ki prehaja skozi celično membrano živih celic. Intracelularne esteraze cepijo 
diacetatno skupino in FDA se pretvori v fluorescirajoči prosti fluorescein, ki se akumulira 
znotraj celice, saj preko nepoškodovane membrane ne more prehajati (Jones in Senft, 
1985). Žive protoplaste se opazi kot močno zeleno svetleče celice. Mrtvih protoplastov se 
pri uporabi filtrskega bloka za detekcijo zelene fluorescence brez dodatka vidne svetlobe 
ne vidi (slika 2). 
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Intenziteta fluorescence služi kot indikator stopnje živosti protoplastov (Murovec in 
Luthar, 2014). 
 
Slika 2: Protoplasti oljne ogrščice po barvanju s FDA.  
2.3 GENSKA TRANSFORMACIJA 
Danes se kmetijstvo sooča s široko paleto kompleksnih izzivov, kot so zmanjševanje 
razpoložljivih kmetijskih površin, podnebne spremembe, grožnje zmanjšanja razpoložljivih 
vodnih virov, naraščanje človeške populacije in s tem vedno večje potrebe po 
zagotavljanju zadostnih količin hrane, krme, goriva, industrijskih surovin in specializiranih 
produktov rastlin. Kern (2002) je mnenja, da je povezava klasičnega žlahtnjenja, kjer 
dosegamo genetsko raznolikost s križanjem in izborom genotipov znotraj in med vrstami, 
ter genskega inženirstva učinkovito orodje za zagotovitev globalnih ciljev kmetijstva. 
Osnovne metode genskega inženirstva so bile v 60. letih prejšnjega stoletja razvite pri 
bakterijah, od sredine 80. let pa niso več omejene le na bakterije, temveč jih je možno z 
manjšimi modifikacijami uporabljati pri vseh živih organizmih (Bohanec in sod., 2004). 
 
Genska transformacija je vnos posameznih konstruktov DNA v gostiteljsko celico. 
Poznane so prehodne transformacije, pri katerih se transgen izraža krajši čas in se ne 
prenaša na potomce, ter trajne transformacije, kjer se transgen vključi v jedrni ali plastidni 
genom in se prenaša na potomce. Ob izpolnjenem pogoju, da je poznan učinkovit postopek 
regeneracije, je iz takih celic možno razviti transgene rastline. Vzpostavitev prehodnega 
izražanja transgena je uporabna pri študijah izražanja genov in pri optimizaciji faktorjev, ki 
vplivajo na uspeh transformacijskega postopka (Košmrlj, 2010). 
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2.3.1 Metode genskih transformacij rastlin 
Za vnos genskih konstruktov v rastline obstajajo neposredne in posredne metode. Posredne 
metode zahtevajo vektor, ki ga pogosto predstavljajo bakterije rodu Agrobacterium, 
medtem ko pri neposrednih metodah vnašamo golo DNA brez pomoči vektorja (Dobnik, 
2009). Uspešnost integracije DNA je pri neposrednem vnosu v celico včasih slabša, kot pa 
je le-ta pri uporabi vektorjev (Moses, 1987). Maheshwari in Kovalchuk (2013) poročata, 
da se v namene genskega inženirstva oljnic uporabljajo neposredne in posredne metode.  
2.3.1.1 Posredne metode vnosa DNA v celico 
Posredni način transformacij rastlin omogočata predvsem bakterija Agrobacterium 
tumefaciens in njej sorodna Agrobacterium rhyzogenes. A. tumefaciens je paličasta Gram 
negativna talna bakterija, ki v naravi na poškodovanem mestu na rastlini izzove nastanek 
tumorjev oz. kalusnega tkiva. Sprememba nastane zato, ker A. tumefaciens v genom 
rastlinske celice vključi majhen del plazmida Ti (ang. tumor inducing), imenovanega T-
DNA. Ta del plazmida bakterija vključi v rastlinski genom s pomočjo genov za virulenco, 
ki jih kodira isti plazmid. Proces vključitve T-DNA v rastlinski genom poteka s pomočjo 
rekombinacije. Pri procesu integracije sodelujejo tako proteini vezani na T-DNA kot tudi 
rastlinski encimi. V transformacijske namene so danes izdelani različni sistemi umetno 
pripravljenega Ti-plazmidnega vektorja (Murovec in Luthar, 2014). 
 
Kot vektor je možno uporabljati tudi rastlinske viruse. RNA virus šelestenja tobaka (TRV) 
je bil uporabljen kot vektor za transformacijo nukleaz cinkovih prstov (ZFN) v liste 
petunije (Petunia hybrida) in tobaka (Nicotiana tabacum), z rezultatom mestno specifične 
modifikacije vključenega reporterskega gena v somatskih celicah. Problem rastlinskih 
RNA virusov je nezmožnost prenosa večjih proteinov, kot npr. TALEN-ov in kompleksov 
CRISPR/Cas, vnosa matrične DNA za homologno rekombinacijo ter s tem za mestno 
specifični vnos genov (Baltes in sod., 2014). Zato metode vnosa kompleksov 
CRISPR/Cas9 v rastlinske celice s pomočjo rastlinskih virusnih ekspresijskih sistemov še 
niso poznane/objavljene. 
 
In planta transformacija s pomočjo bakterije A. tumefaciens je metoda, ki je uveljavljena le 
pri določenih rastlinskih vrstah, med drugim pri Arabidopsis thaliana in Medicago 
truncatula. Pri repnjakovcu deluje ta transformacija dokaj preprosto, in sicer se v 
suspenzijo bakterij A. tumefaciens namočijo nezrela socvetja. Bakterije prodrejo po 
vaskularnem sistemu in dosežejo semenske zasnove, kjer poteče prenos T-DNA. Vsako 
nastalo seme predstavlja ločen transformacijski dogodek (Bent, 2000). Pri večini 
rastlinskih vrst pa se za posredno transformacijo s pomočjo bakterije A. tumefaciens 
uporablja kokultivacija rastlinskih izsečkov z bakterijsko suspenzijo (Murovec in Luthar, 
2014). 
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2.3.1.2 Neposredne metode vnosa DNA v celico 
Poznamo različne metode neposrednega vnosa v rastlinske celice, med katerimi so najbolj 
znane elektroporacija, biolistika, uporaba silicijevih karbidnih vlaken, mikroinjiciranje in 
vnos konstruktov DNA s pomočjo PEG. Transformacija s PEG spada med kemične 
metode, medtem ko so ostale metode neposrednega vnosa DNA konstruktov fizikalne 
metode (Rivera in sod., 2014; Košmrlj, 2010). 
 
Elektroporacija temelji na uporabi močnih električnih pulzov z namenom reverzibilnega 
povečanja permeabilnosti celične membrane. Na ta način je omogočena difuzija različnih 
makromolekul. Tehnika se uporablja predvsem za transformacijo protoplastov (Rivera in 
sod., 2014).  
 
Biolistična transformacija je najpogosteje uporabljena pri rastlinah, kjer je okuževanje z A. 
tumefaciens težavno ali regeneracija na ta način tretiranih rastlinskih celic, tkiv oz. organov 
ni mogoča. Pri postopku običajno uporabljamo t.i. gensko pištolo. Postopek temelji na 
nanosu DNA na 0,1-1,5 µm drobne volframove ali zlate delce, ki se jih nanese na 
membrane ali plastične "izstrelke" in se jih s pomočjo potisnega plina "ustreli" v tarčno 
tkivo. Na ta način delci prodrejo skozi celično steno in omogočijo vnos DNA (Bohanec in 
sod., 2004). 
 
Pri tehniki silicijevih karbidnih vlaken celice (celične skupke, nezrele embrije, celice 
kalusa) ob močnem mešanju predremo s karbidnimi vlakni, ki igrajo vlogo iglic, in s tem 
omogočimo vstop plazmidni DNA. Tehnika se uporablja za transformacije celičnih kultur 
koruze in tobaka (Rivera in sod., 2014). 
 
Pri mikroinjiciranju se DNA vbrizga direktno v jedro ali željen organel celice, ki je bila 
predhodno fiksirana (Košmrlj, 2010). 
 
Najnovejša metoda neposrednega vnosa DNA je uporaba dostavnih peptidov (CPP). CPP 
so kratki peptidi s sposobnostjo uspešne translokacije preko plazemske membrane celic in 
prenosa DNA, RNA ali proteinov v celice (Maheshwari in Kovalchuk, 2013). O 
mehanizmu vstopa CPP v celico je razmeroma malo znanega, predvideva pa se, da prihaja 
do neposrednega prenosa, endocitoze ali translokacije s tvorbo prehodne strukture (Guo in 
sod., 2016). 
2.3.2 Transformacija s pomočjo polietilenglikola (PEG) 
Polietilenglikol je kemijski agens, s katerim destabiliziramo celično membrano in na ta 
način omogočimo prehod genskih konstruktov v celice. Transformacija s pomočjo PEG je 
enostavna in učinkovita, omogoča sočasno obdelavo več vzorcev, transformirane celice pa 
dosegajo visoko stopnjo živosti in kasnejše delitve (Mathur in Koncz, 1998). Metoda je 
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omejena na rastlinske vrste, kjer obstaja protokol za učinkovito regeneracijo rastlin iz 
protoplastov. 
 
Za transformacijo se potrebuje suspenzija protoplastov, ki se ji doda DNA, ki jo želimo 
vnesti (plazmidna DNA, kompleks CRISPR/Cas9 itd.) ter raztopina PEG z dodanimi 
osmotiki (Ca
2+
 ioni inducirajo fuzijo protoplastov). Sledi nekaj minutna inkubacija. V 
kolikor se želi doseči prehodna transformacija, se lahko ekspresija transgena detektira že 
po 2-24 urah inkubacije, pri čemer zagotavljanje sterilnih razmer ni nujno (Yoo in sod., 
2007). 
 
Izolirane protoplaste je priporočljivo tretirati s 15-45 % polietilenglikolom za 15-30 minut 
(Navrátilová, 2004). Mathur in Koncz (1998) ob uporabi 40 % raztopine PEG z molsko 
maso 1450 g/mol predlagata 20 ali manj odstotno raztopino, v primeru, če bi bilo po 
postopku transformacije preveč protoplastov poškodovanih. Nugent in sod. (2006), Yoo in 
sod. (2007) ter Woo in sod. (2015) priporočajo uporabo 40 % raztopine PEG z molsko 
maso 4000 g/mol in 15-minutno inkubacijo protoplastov skupaj z raztopino PEG na sobni 
temperaturi. Yoo in sod. (2007) sicer omenjajo, da bi zadostovala že 5-minutna inkubacija, 
Woo in sod. (2015) pa priporočajo inkubacijo v temi. 
 
Yoo in sod. (2007) opozarjajo, da je raztopino PEG potrebno pripraviti vsaj eno uro pred 
transformacijo, da se PEG popolnoma raztopi, in da se je ne sme avtoklavirati. Pripravljena 
raztopina, hranjena na sobni temperaturi, je uporabna še pet dni po pripravi, vendar pa naj 
bi bili rezultati transformacije s svežo raztopino PEG boljši. 
 
Za zagotovitev uspešne transformacije se priporoča uporaba suspenzije protoplastov s 
koncentracijo 2x10
4
 protoplastov/ml (Yoo in sod., 2007), Nugent in sod. (2006) pa 
priporočajo višjo koncentracijo, in sicer 1x10
6
 protoplastov/ml. Woo in sod. (2015) je 





Na uspešnost transformacije z uporabo PEG vplivajo različni faktorji, in sicer sama 
raztopina PEG, faza celičnega cikla protoplastov, izbira plazmida, količina plazmidne 
DNA v reakciji, postopek inkubacije konstrukta DNA in PEG itd. Nugent in sod. (2006) 
priporočajo uporabo 60-200 µg plazmidne DNA na reakcijo, odvisno od uporabljenega 
plazmida.  
 
Izpostavitev protoplastov temperaturnemu šoku naj bi izboljšala verjetnost uspešne 
transformacije, zato Woo in sod. (2015) pred transformacijo s PEG priporočajo najmanj 1-
urno inkubacijo protoplastov pri 4 °C, Maddumage in sod. (2002) pa priporočajo kratko (5-
minutno) inkubacijo suspenzije z dodanim PEG, pri temperaturi višji od 25 °C.  
10 
Mazinjanin S.  Indukcija mestno specifičnih mutacij ... v protoplaste oljne ogrščice (Brassica napus L.). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za agronomijo, 2017 
 
 
Študije so usmerjene tudi v iskanje načinov za zmanjšanje poškodb DNA v času 
transformacije. Folling in sod. (1998, cit. po Davey in sod., 2015) so ugotovili, da je 
kombinacija višjega pH in nižje temperature, v času transformacije protoplastov Lolium 
perenne s pomočjo PEG, zaščitila plazmid pred razrezom z nukleazami. 
2.3.3 Reporterski gen za zeleno fluorescirajoči protein 
Tako pri konstrukciji bakterijskih plazmidov, kot pri genskih transformacijah rastlin, je 
zaželen način, s katerim se lahko preveri, da je vključeni gen res prisoten. Za preizkušanje 
uspešnosti transformacije se uporabljajo markerski oz. reporterski geni, ki kodirajo lahko 
določljive substance, ki v rastlini endogeno niso prisotne in nam dokazujejo aktivnost 
vgrajenega tujega gena. Kot markerski geni se najpogosteje uporabljajo iz E. coli izoliran 
gen gus, ki je potreben za sintezo encima β-glukuronidaze, ter vrsta genov za sintezo 
fluorescirajočih proteinov, npr. gena gfp ter ZsGreen, za sintezo zeleno fluorescirajočega 
proteina (Bohanec in sod., 2004; Murovec in Luthar, 2014). Fluorescirajočim reporterskim 
proteinom je skupno to, da za detekcijo ne potrebujejo substrata in da se pri tovrstni analizi 
vzorci ne uničijo. 
 
Binarni plazmid pCAMBIA1302 - ZsGreen (Susič in sod., 2014) ima vključen markerski 
gen ZsGreen, ki kodira zeleni fluorescirajoči protein ZsGreen in izvira iz bioluminescentne 
korale iz rodu Zoanthus (Clontech Laboratories, 2003).  
2.4 NOVE TEHNOLOGIJE ŽLAHTNJENJA RASTLIN 
Med nove tehnologije žlahtnjenja rastlin (NPBT) prištevamo tehnologije nukleaz cinkovih 
prstov (angl. zinc finger nucleases, ZFN), modificiranih meganukleaz (ang. LAGLIDADG 
homing endonucleases, LHE), nukleaz efektorjev TAL (ang. transcription activator-like 
effector nucleases, TALEN), oligonukleotidov (ang. oligonucleotide-directed mutagenesis, 
ODM) in CRISPR/Cas9 (angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeat, 
CRISPR-associated nuclease). Vsaka od teh tehnologij omogoča natančno manipulacijo 
specifične genomske sekvence z vezavo proteinskih molekul na tarčno mesto in s tvorbo 
dvojnega preloma DNA vijačnice (Weeks in sod., 2016) 
 
Ko pride do dvojnega preloma verige DNA, celični popravljalni mehanizmi praviloma 
popravijo sekvenco brez mutacij. V primeru uporabe sekvenčno specifičnih nukleaz, pa 
pride do visoke stopnje mestno specifičnih mutacij, najverjetneje zaradi ponavljajočih se 
ciklov cepljenja verige in popravljanja le-te, dokler zaradi mutacije ta tarčna mesta 
preloma s strani nukleaz niso več prepoznavna. Pri popravilu dvojnih prelomov DNA 
verige pride do naključnih induciranih mutacij z združevanjem nehomolognih koncev 
(NHEJ) ter združevanjem alternativnih koncev (altEJ ali MMEJ) in induciranih mutacij z 
matrico, kjer pride do popravila s homologno rekombinacijo (HDR), primer katere je 
homologna rekombinacija z uporabo DNA sestrske kromatide kromosoma v času celične 
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replikacije. Za urejanje genoma se izkorišča tudi popravilo dvojnih prelomov DNA s 
stimulirano rekombinacijo, kjer pride do mestno specifičnega vnosa želenih genov v obliki 
plazmidne DNA in sintetičnih oligonukleotidov (Renaud in sod., 2016). 
 
Endonukleaze cinkovih prstov so umetne nukleaze, proteini sestavljeni iz enot cinkovih 
prstov s sposobnostjo prileganja na tarčno DNA. Vsaka enota specifično prepozna po tri 
nukleotide, običajno pa je povezanih 3-6 takšnih enot. Na C-terminalni konec DNA 
prepoznavne molekule je vezana nespecifična nukleazna domena restrikcijskega encima 
FokI. Dva tako opremljena proteina se vežeta vsak na svojo verigo DNA, med njima pa je 
približno 6 baznih parov (bp) prostora. V tem "prostoru" nukleazne domene FokI 
dimerizirajo, nukleaza postane aktivna in povzroči tarčno specifični razrez obeh verig. S 
popravilom dvojnega preloma DNA pride do naključnih ali z matrico induciranih mutacij 
oz. do stimulirane rekombinacije. Tehnologija je bila uspešno uporabljena pri različnih 
modelnih rastlinah, in sicer pri repnjakovcu, soji, tobaku in koruzi (Weeks in sod., 2016). 
Njihova glavna pomanjkljivost je, da je potrebno za vsako tarčno mesto klonirati nov 
ekspresijski vektor za cinkove prste. 
 
Meganukleaze so naravne nukleaze kodirane z mobilnimi introni. Prve meganukleze HO in 
I-SceI so bile odkrite v 80-tih letih prejšnjega stoletja, in sicer pri glivah (Kathiria in 
Eudes, 2014). Tvorijo homodimere, ki obsegajo dve identični podenoti velikosti 160-200 
aminokislinskih ostankov. Lahko delujejo tudi kot en sam polipeptid sestavljen iz dveh 
tandemsko ponovljenih monomerov, povezanih s povezovalno (ang. linker) sekvenco. 
Tarčno mesto na DNA, ki ga prepoznavajo meganukleaze, je dolgo 20-30 bp, kar 
zagotavlja izjemno specifičnost metode (Curtin in sod., 2012). Tehnologija je bila uspešno 
uporabljena pri različnih modelnih rastlinah, in sicer pri repnjakovcu, bombažu in koruzi 
(Weeks in sod., 2016). 
 
Efektorske nukleaze TAL so himerni proteini sestavljeni iz dveh enot, domene TALE, ki 
specifično prepoznava sekvenco DNA in nukleazne Fokl domene. Povezava domen FokI 
dveh TALEN-ov izzove prelom dvojne verige DNA. Efektorji TAL so proteini, ki jih 
izloča bakterija rodu Xanthomonas. Domena TALE je sestavljena iz 33-34 večinoma 
ohranjenih aminokislin, le 12. in 13. mesto je močno variabilno. To variabilno mesto se 
specifično veže na določene nukleotide v sekvenci DNA (Weeks in sod., 2016).  
TALEN je možno sintetično pripraviti in povezati, da se vežejo praktično na katerokoli 
sekvenco DNA. Njihova glavna pomanjkljivost je, da je potrebno za vsako tarčno mesto 
klonirati nov ekspresijski vektor. 
 
Z oligonukleotidi usmerjena mutageneza je metoda za izzivanje tarčno specifičnih 
sprememb strukture tarčne DNA na nivoju enega oziroma majhnem številu nukleotidov s 
postopkom vnosa nestandardnega (DNA, RNA, himernega DNA/RNA) oligonukleotida. 
Oligonukleotidi so homologni ali podobni tarčni DNA, običajno velikosti 20-80 nt 
12 
Mazinjanin S.  Indukcija mestno specifičnih mutacij ... v protoplaste oljne ogrščice (Brassica napus L.). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za agronomijo, 2017 
 
 
(Lombardo in sod., 2016). Himerne DNA/RNA, enoverižne DNA in molekule, ki 
formirajo triplekse (LNA-zaprte nukleinske kisline ter PNA-peptidne nukleinske kisline), 
se vključijo v dvoverižno tarčno DNA in tvorijo zanke. Prilegajo se na enoverižne regije. 
Sledi vključitev encimov, ki izzovejo popravilo z neujemanjem (NHEJ) ali homologno 
rekombinacijo. Lombardo in sod. (2016) poročajo, da je podjetje Cibus LLC nedavno s 
pomočjo oligonukleotidov razvilo genetsko spremenjeno kanolo, ki je prosto dostopna v 
Združenih državah Amerike in Kanadi. Mutirana oblika encima ALS, ki je sicer vpleten v 
biosintezo valina, levcina in izolevcina, naj bi omogočala, da so rastline odporne na 
herbicid, ki sicer inhibira delovanje tega encima. 
2.4.1 Tehnologija CRISPR/Cas9 
Bakterije in arheje imajo za obrambo pred virusi razvit poseben od RNA odvisen sistem 
pridobljene imunosti, imenovan CRISPR/Cas (gruče enakomerno prekinjenih kratkih 
palindromnih ponovitev s CRISPR povezanim proteinom 9), ki prepozna in reže tujo 
tarčno DNA. Sisteme CRISPR/Cas klasificiramo v tri tipe, in sicer tip I, II in III, vendar 
samo sistem tipa II specifično potrebuje Cas9 nukleazo za rez DNA, ki jo prepozna vodeča 
RNA (sgRNA) (Song in sod., 2016). 
 
Endonukleaza DNA Cas9 (ang. CRISPR associated protein 9) za usmeritev na tarčno 
mesto razreza potrebuje že omenjeno vodečo sgRNA, ki se veže na tarčno sekvenco DNA. 
SgRNA je sestavljena iz vmesnik vsebujoče crRNA, ki je 20 nt dolga sekvenca, 
komplementarna zaporedju tarčne DNA, in nekodirajoče tracrRNA. Prepoznava tarčne 
sekvence je odvisna od regije PAM (ang. protospacer adjacent motif) s sekvenco NGG na 
3' koncu crRNA (Belhaj in sod., 2015). Najbolj pomembni za specifičnost vezave sgRNA 
so nukleotidi od 8. do 12. mesta pred regijo PAM, v Prilogi A1 označeni z rumeno (Belhaj 
in sod., 2015; Bortesi in Fischer, 2015). Do dvojnega preloma vijačnice DNA pride 3 nt v 
smeri 5' od tega zaporedja (Woo in sod., 2015). S popravilom dvojnega preloma DNA 
pride do naključnih ali z matrico induciranih mutacij oz. do stimulirane rekombinacije.  
 
Specifičnost te tehnologije je možna zaradi strukture in mehanizma delovanja proteina 
Cas9. Sestavljen je iz velike prepoznavne domene (REC) in majhne nukleazne domene 
(NUC). REC določa specifično funkcijo Cas9 in je sestavljen iz domen REC1 in REC2 ter 
dolge, z arginini bogate, α-heliksne domene imenovane vezavna vijačnica (ang. bridge 
helix), medtem ko NUC vključuje dve nukleazni domeni, HNH in RuvC-podobno domeno, 
ter PAM-interakcijsko domeno (ang. PAM-Interacting, PI). Pod normalnimi pogoji je Cas9 
neaktiven, do aktivacije pride ob združenju s sgRNA. 
 
Z vezavo sgRNA na Cas9, se le-ta preko konformacijskih sprememb aktivira. S 
preurejanjem podenot encima Cas9 se formira osrednji kanal, kjer se v nadaljevanju 
pozicionira RNA-DNA heterodupleks. Cas9 se ovije okrog dvojnoverižne DNA in poišče 
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) prepoznata in se preko velikega žleba vežeta na –GG dinukleotid v regiji 
PAM tarčne DNA, lizinski in serinski ostanek pa se vežeta na mali žleb preko fosfatne 
vezavne zanke. To povzroči destabilizacijo DNA. Fosfatna skupina na poziciji prvega 
nukleotida pred PAM se veže s fosfatno vezavno zanko, kar omogoči orientacijo 
komplementarne DNA za vzpostavitev vodikovih vezi s sgRNA. DNA se s tem razpre in 
se rotira v smeri sgRNA. Nastane RNA:DNA heterodupleks. Ob vezavi na tarčno mesto 
HNH nukleazna domena reže RNA:DNA hibrid, medtem ko RuvC-podobna domena reže 
drugo vijačnico verige DNA (Song in sod., 2016; Belhaj in sod., 2015) (Priloga A2). 
 
Sistem CRISPR/Cas9 je bil za indukcijo mestno specifičnih mutacij uporabljen že pri 
repnjakovcu, soji, sirku, rižu, pšenici, koruzi in mnogih drugih rastlinskih vrstah. 
Raziskovalci so na ta način mutirali gen pds pri repnjakovcu, rižu in tobaku. Sistem je bil 
za indukcijo popravila reza dvojne vijačnice DNA s homologno rekombinacijo uporabljen 
tudi pri rekonstrukciji gena yfp pri repnjakovcu, gena gfp pri repnjakovcu ter tobaku in 
gena gus pri repnjakovcu ter rižu (Vettori in sod, 2016). 
 
Visoka frekvenca mutacij (>90 %) povzročena s tehnologijo CRISPR/Cas je bila odkrita 
pri rižu in repnjakovcu. Če pride do mutacije pred delitvijo prve embriogene celice, je 
diplodna rastlina lahko heterozigotna, če pride do mutacije lokusa samo na eni od sestrskih 
kromatid, homozigotna, če sta oba alela mutirana in je prišlo do popravila reza dvojne 
verige z isto mutacijo na obeh, ali bialelna, če sta oba alela mutirana, ni pa prišlo do istega 
popravila reza DNA. O CRISPR/Cas induciranih homozigotnih in bialelnih mutacijah v 
prvi generaciji transgenih rastlin so poročali pri repnjakovcu, rižu in paradižniku (Belhaj in 
sod., 2015).  
 
V zadnjih štirih letih so bili pri večini eksperimentov genomskih modifikacij vodilna RNA, 
Cas9 in izbrani markerski geni, vnešeni v rastlinske celice z uporabo T-DNA (torej s 
pomočjo Agrobacterium tumefaciens) ali z neposrednim vnosom plazmidne DNA v 
protoplaste. Slabost tega načina vnosa sta razrez netarčnih zaporedij, kar lahko vodi v 
večje kromosomske translokacije, in integracija vektorske DNA v rastlinski genom, zaradi 
česar lahko pride do izničenja ne-tarčnih genov . Problem so predvsem insercije zaporedij 
plazmidne DNA na netarčnih mestih genoma, saj jih je težko odkriti. Plazmidna 
transfekcija predstavlja za celico dodatni stres (Kim in sod., 2014; Svitashev in sod., 2016).  
 
V primerjavi z vnosom CRISPR/Cas9 v celico preko plazmida, je direktni vnos 
predpripravljenih ribonukleoproteinskih kompleksov sgRNA/Cas9 (ang. 
ribonucleoproteins, RNP) učinkovitejši in hitrejši. Brez uporabe vektorjev ni možnosti 
vnosa rekombinantne DNA. RNP režejo tarčno DNA takoj po transfekciji in se hitro 
razgradijo z endogenimi proteazami in nukleazami, kar zmanjša možnost netarčnih 
mutacij. Kim in sod. (2014) so s poskusi na humanih celicah ugotovili, da pride pri 
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neposrednem vnosu RNP v celico do degradacije proteina Cas9 v roku 24 ur po vnosu, 
medtem ko so Gaj in sod. (2012, cit. po Kim in sod., 2014) ugotovili, da se ekspresija RNA 
vodečih endonukleaz iz plazmida, ki ostaja v celicah več dni po transfekciji, podaljša, to pa 
lahko vodi v razrez netarčnih zaporedij.  
 
Kim in sod. (2014) so uporabili direktni vnos RNP pri humanih celicah, kjer se je RNP 
vneslo v fibroblaste in pluripotentne zarodne celice z elektroporacijo. Za transfekcijo 2x10
5
 
celic so uporabili 4,5-45 µg proteina Cas9 in 6-60 µg sgRNA. Uspešnost tarčne 
mutageneze je bila 79 %, prišlo pa je tudi do manjšega deleža razreza netarčne DNA. Pri 
žuželkah Drosophila so RNP vstavili v embrije z metodo mikroinjiciranja, mutirane 
odrasle osebke križali z nemutiranimi osebki in ugotovili uspešen prenos mutacij v 
generacijo F1 (Lee in sod., 2014).  
 
Pri humanih in živalskih celicah je neposreden vnos RNP preprostejši od tistega pri 
rastlinah. Pri rastlinskih celicah prisotnost celične stene onemogoča, da bi s pomočjo 
direktnih metod prenosa (transformacija s PEG/CPP, elektroporacija, mikroinjiciranje, 
biolistika in drugi) vnesli RNP v celice. Protoplasti omogočajo lažji vnos RNP, problem je 
le v tem, da je pri večini rastlinskih vrst regeneracija iz protoplastov zaenkrat še neuspešna 
(Mao in sod., 2016). V zadnjem času so rastlinske protoplaste uspešno uporabili za vnos 
RNP in preurejanje genomov pri različnih rastlinskih vrstah, kot so tobak, Arabidopsis, 
solata, riž in Petunia (Li in sod., 2015; Svitashev in sod., 2016).  
 
Woo in sod. (2015) so transformirali protoplaste A. thaliana, Oryza sativa in Nicotiana 
attenuata s pomočjo metode CRISPR/Cas. Z uporabo RNP z molarnim razmerjem 
Cas9:sgRNA = 1:2-10, je bilo 8,4– 44 % transformiranih celic mutiranih. Li in sod. (2014) 
so dosegli pri Arabidopsis optimalno mutagenezo, ki je bila 5,6 odstotna, s 
koncentracijskim razmerjem Cas9:sgRNA = 1:1, in ugotovili, da presežek Cas9 napram 
sgRNA deluje negativno na mutagenezo tarčne DNA.  
 
Za vnos mutacij pri koruzi so vnesli RNP v embriogene celice s pomočjo biolistike ter 
dosegli 47 % uspešnost mutageneze. Molarno razmerje Cas9:gRNA je bilo 1:2. Na koncu 
so dobili regenerirane fertilne rastline z mutiranimi aleli (Svitashev in sod., 2016). Liang in 
sod. (2017) so uspešno vnesli tarčne mutacije v protoplaste navadne pšenice, kjer so vnesli 
RNP s pomočjo PEG in uporabili 20 µg Cas9 ter 20 µg sgRNA. Uspešnost tarčne 
mutageneze je bila 21,8 % in 33,4 %, odkrili pa so tudi, da je prišlo pri enem primeru do 
netarčnih mutacij, katerih frekvenca je bila 5,7 %. Ker regeneracija iz protoplastov pri tej 
rastlinski vrsti ni možna, so vnesli RNP še v embriogene celice s pomočjo biolistike. S 
sekvenciranjem naslednje generacije so dokazali 0,18 % in 0,21 % uspešnost mutageneze.  
Z vnosom RNP v protoplaste Petunia x hybrida je bila uspešnost tarčne mutageneze med 
2,4 % in 21 %. Uspešnost vnosa mutacij so potrdili s pomočjo endonukleaze T7 in 
sekvenciranjem naslednje generacije (Subburaj in sod., 2016). 
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Na uspešnost vnosa mutacije s tehnologijo CRISPR/Cas9 vplivajo razlike v tarčnih 
zaporedjih, struktura in sekvenca gRNA, različica proteina Cas9 (kodoni optimizirani za 
različne vrste) in način izražanja gRNA. Dokazovanje uspešnosti mutacije je odvisno tudi 
od občutljivosti analitske metode, lahko se uporabi endonukleaza T7 ali test Surveyor, 
kombinacija PCR in restrikcije ali kombinacija PCR in sekvenciranja. Iz tega vidika ni 
presenetljivo, da se uspešnost mutageneze razlikuje tudi znotraj vrste. Shan in sod. (2013, 
cit. po Bortesi in Fischer, 2015) so pri PEG transformaciji riževih protoplastov pri genu 
pds ugotovili, da je uspešnost tarčne mutageneze 38 %, Xie in Yang (2013, cit. po Bortesi 
in Fischer, 2015) pa, da je uspešnost tarčne mutageneze pri genu mpk5 8%. Aktivnost 
CRISPR/Cas9 je v veliki meri odvisna tudi od vrste celic in različnega načina vnosa 
genskih konstruktov. Pri PEG transformaciji mezofilnih protoplastov tobaka Nicotiana 
benthamiana so pri tarčnem genu pds ugotovili, da je uspešnost tarčne mutageneze 37,7 %, 
medtem ko je bil pri uporabi enakega genskega konstrukta vnesenega v liste z 
agroinfiltracijo, delež mutacij 4,8 % (Bortesi in Fischer, 2015).  
 
Številne študije so bile izvedene na temo dejavnikov, ki vplivajo na učinkovitost in 
specifičnost tehnologije CRISPR/Cas. Največji vpliv naj bi imele encimska aktivnost Cas9, 
dolžina in struktura RNA komponent kompleksov, razmerje Cas9/sgRNA in stopnja 
komplementarnosti sgRNA glede na sekvenco tarčne DNA (Xu in sod., 2014). Neprimerno 
molarno razmerje med sgRNA in Cas9 lahko vodi k rezu netarčne sekvence.  
 
Delež netarčnega delovanja nukleaz Cas9 kljub vsem raziskavam še ni povsem jasen. Vnos 
ribonukleoproteinskih kompleksov sgRNA/Cas9 v celice in kasnejše sekvenciranje 
bioinformacijsko identificiranih netarčnih mest pri A. thaliana, Nicotiana benthamiana, 
pšenici in rižu ter celotnega genoma pri A. thaliana, ni pokazalo netarčnega delovanja 
Cas9, medtem ko je bil delež netarčnega delovanja Cas9 (vnesenega preko plazmida) pri 
soji 13 % (Schiml in sod, 2014). Za izboljšanje specifičnosti delovanja Cas9, so Ran in 
sod. (2013) razvili strategijo, kjer se namesto nukleaze Cas9, uporabita dve nikazi (ang. 
nickases) Cas9n. S točkovno mutacijo aminokisline (D10A) v eni izmed nukleaznih domen 
Cas9 gena, se encim pretvori v nikazo, ki reže samo eno verigo DNA. Dve Cas9n sta s 
pomočjo dveh sgRNA vodeni na dve poziciji v genomu (vsaka se veže na svojo verigo 
DNA) omogočili zarez dvojne vijačnice DNA. Nikazi režeta vsaka svojo DNA verigo, kar 
skupno privede do reza dvoje verige DNA in pričakovanega združevanja nehomolognih 
koncev. Mutacije, do katerih slednji popravljalni mehanizem pripelje, so predvsem 
delecije. Takšen način cepitve dvojne verige DNA zmanjša netarčno mutagenezo 50-1000 
kratno (Ran in sod., 2013). Schiml in sod. (2014) so s to strategijo uspešno transformirali 
rastlino A. thaliana. 
 
Pri preurejanju genoma s tehnologijo CRISPR/Cas je indukcija stabilnih naključnih 
mutacij, ki se prenašajo na potomce, objavljena za vedno več rastlinskih vrst. Za povečanje 
ravni ekspresije in mutagenezne učinkovitosti sistema CRISPR/Cas9 se za sgRNA in 
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transkripcijo Cas9 v celici rutinsko uporabljajo endogeni promotorji U6 in CaMV 35S, 
medtem ko je večja učinkovitost genske transformacije dosežena z uporabo ustreznih 
transformacijskih vektorjev, sevov Agrobacterium in rastlinskih izsečkov (Mao in sod., 
2016). Schiml in sod. (2014) so za trajno transformacijo A. thaliana uporabili kompleks 
sgRNA/Cas9, ki je bil vnešen z uporabo A. tumefaciens. Cas9 je bil kontroliran z 
rastlinskim promotorjem za ubikvitin, ekspresija sgRNA pa je bila regulirana s 
promotorjem AtU6-26 (Schiml in Puchta, 2016). Lawrenson in sod. (2015) so poročali o 
stabilnem prenosu mutacij gena HvPM19 pri ječmenu in gena BolC.GA4.a pri zelju. 
Stabilne s Cas9 inducirane mutacije so bile prenešene na T2 generacijo brez T-DNA 
binarnega vektorja. 
 
Napredek tehnologije CRISPR/Cas gre tudi v smer izdelave prilagojenih nukleaz Cas9. 
Najpogosteje uporabljena je nukleaza Cas9, ki izvira iz Streptococcus pyogenes. Raziskave 
opravljene na modelni rastlini A. thaliana kažejo, da so ortologi Cas9 iz bakterijskih sevov 
Streptococcus thermophilus in Staphylococcus aureus tudi uporabni kot tarčno specifične 
nukleaze (Ran in sod., 2015). Regija PAM pri uporabljenem sistemu iz S. aureus ima 
posebno obliko, in sicer 'NNGGGT', kar je tudi razlog visokega deleža tarčnih mutacij 
(Schiml in Puchta., 2016). 
 
Uporaba inducibilnih promotorjev za ekspresijo Cas9 ponuja možnost hitrejšega dosega 
stabilnih mutacij, predvsem pri rastlinah z dolgim generacijskim časom. Cas9, reguliran z 
inducibilnim promotorjem, se izrazi le v določenem rastlinskem tkivu ali ob določeni fazi 
razvoja. Hyun in sod. (2014) je uspelo inducirati mutacijo v proliferajočem tkivu v času 
embriogeneze in le-to stabilizirati za celoten življenjski cikel pri A. thaliana. Uporabili so 
nukleazo hCas9, ki je bila regulirana s promotorjem INCURVATA2 in sgRNA, ki je bila 
regulirana s promotorjem AtU6-26. Delež mutiranih tarčnih sekvenc na lokusu z geni za 
regulacijo časa cvetenja, je bil 10-85%. 
2.4.1.1 Gen pds in njegova mutacija 
Karotenoidi so akcesorni fotosintezni pigmenti, ki igrajo pomembno vlogo pri številnih 
fizioloških procesih v rastlinah. V tilakoidni membrani kloroplasta se karotenoidi nahajajo 
v pigment-proteinskih kompleksih, in sicer v reakcijskem centru PS I, PS II, in antenskih 
kompleksih. Pomagajo pri zbiranju svetlobe, odvajanju odvečne eksitacijske energije iz 
fotosistema v obliki toplote, in odstranjevanju singletnega kisika ter kisikovih radikalov 
(Šircelj, 2008). Delujejo tudi kot prekurzorji pri metabolizmu vitamina A in abscizinske 
kisline, ter vplivajo na biosintezo klorofila (Wang in sod., 2009). 
 
Fitoen desaturaza (PDS) je encim, ki nastopa v biosintezi karotenoidov, kjer pretvarja 
fitoen v ξ-karoten. Wang in sod. (2009) so v študiji utišanja gena pds pri rastlini Nicotiana 
tabacum, kot rezultat dobili transgene rastline, ki so kazale znake albinizma in imele slabšo 
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aktivnost fotosintetskega reakcijskega sistema PS II. Ugotovljena je bila tudi zmanjšana 
vsebnost klorofilov. Du in sod. (2016) so s pomočjo tehnologije TALE-nov in 
CRISPR/Cas9 inducirali mutacijo v sojinem genu pds. Transformirane rastline so kazale 
znake albinizma in pritlikavosti. Qin in sod. (2007) so s pomočjo in planta transformacije 
pri repnjakovcu Arabidobsis prišli do istih zaključkov. Mutacija gena torej povzroči 
spremembno v fenotipu rastline, kar omogoča spremljanje učinkovitosti metode 
mutageneze. 
 
Gen pds je bil najprej odkrit pri cianobakterijah z rezistenco na herbicid norflurazon. 
Proteini, izraženih homolognih genov pds iz soje, paprike, paradižnika, koruze in 
navadnega repnjakovca, kažejo v primerjavi s proteinom izraženega gena pds iz 
cianobakterij 60 % identičnost in 75 % podobnost v aminokislinski sekvenci (Qin in sod., 
2007).  
S študijami je bilo ugotovljeno, da ima gen pds iz navadnega repnjakovca in riža 14 
eksonov (Matthews in sod., 2003), gen pds iz repe 15 (Xue in sod., 2011), za gen pds iz 
oljne ogrščice pa je do sedaj znano, da jih ima 12. 
2.4.2 Detekcija mestno specifičnih mutacij  
Točkovne mutacije se detektira s pomočjo sekvenciranja, hibridizacije DNA, analize RFLP 
ter endonukleaz, ki prepoznavajo neujemanja na tarčnih sekvencah (Yeung in sod., 2005; 
Mahdieh in Rabbani, 2013). Guschin in sod. (2010) so opisali način detekcije mutacij 
nastalih ob nehomolognem popravilu DNA verige (NHEJ), z nukleazo Surveyor, ki na 
mestu mutacije reže obe verigi DNA. Du in sod.(2016) so za detekcijo mutacij uporabili 
endonukleazo T7E1, ki zaznava točkovne mutacije, in encim Cruiser
TM
. Z encimoma 
razgrajene produkte PCR so nanesli na 1,5 % agarozni gel. Tudi Woo in sod. (2015) so za 
detekcijo mutacij v transformiranih protoplastih uporabili test T7E1.  
2.4.2.1 Sekvenciranje DNA s Sangerjevo metodo 
Določanje nukleotidnega zaporedja je danes standardna molekularna tehnika poznana že 
več desetletij. Metodo določanja nukleotidnega zaporedja s pomočjo dideoksi 
terminatorjev (ddNTP), je odkril Frederick Sanger leta 1974. Metoda temelji na PCR 
reakciji tarčne DNA, ki ji poleg običajnih sestavin reakcije PCR dodamo še dideoksi 
terminatorje, označene s štirimi različnimi fluorescentnimi barvili. Rezultat sekvenčne 
PCR reakcije so fragmenti različnih dolžin, ki se med seboj razlikujejo za 1 bazni par. 
Ločevanje poteka s pomočjo kapilarne elektroforeze (Murovec in sod., 2014). Metoda se 
uporablja za pregled sekvenc, kjer se je induciralo mutacije z eno od metod genskega 
preurejanja, kot npr. CRISPR/Cas9 (Zhang in sod., 2015). Danes Sangerjevo metodo 
določanja nukleotidnega zaporedja nadomeščajo postopki sekvenciranja naslednje 
generacije (NGS).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SEMENA OLJNE OGRŠČICE 
Za poskuse smo uporabili semena oljne ogrčice Brassica napus cv. Topas, ki so bila 
pobrana konec junija 2015 v rastlinjaku Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani.  
3.2 METODE 
3.2.1 Kalitev semen 
Za zagotovitev rastlinskega materiala za izolacijo protoplastov smo rastline gojili v 
aseptičnih in vitro razmerah. Semena smo 15 minut površinsko sterilizirali v 2 % 
sterilizacijski raztopini DICA, in jih pred inokulacijo na gojišče za kalitev, sprali s sterilno 
bidestilirano vodo. Kalitev je potekala pri 24±1 °C in 16/8 urni fotoperiodi (zeleni 
hipokotili) oz. v temi (etiolirani hipokotili). V teh razmerah smo po petih dneh kalitve 
dobili dovolj rastlinskega materiala (dovolj dolgih hipokotilov) za izolacijo protoplastov. 
3.2.1.1 Priprava gojišča za kalitev semen 
Gojišče (preglednica 1) po Murashige in Skoog (1962) smo pripravili iz saharoze ter 
mešanice makroelementov in mikroelementov z dodanimi vitamini (MS+vitamini, 
Duchefa). Sestavine smo raztopili v bidestilirani vodi in pH vrednost gojišča umerili na pH 
5,8. Pred 20 minutnim avtoklaviranjem pri 121 °C, smo gojišču dodali agar. Po 
avtoklaviranju smo rahlo ohlajeno gojišče prelili v petrijevke in jih shranili v hladilniku pri 
4 °C. 
Preglednica 1: Sestava gojišča za kalitev semen. 
Sestavina Koncentracija v gojišču [g/l] 




3.2.2 Izolacija protoplastov 
3.2.2.1 Izolacija protoplastov iz etioliranih hipokotilov, zelenih hipokotilov in listov 
Da bi določili rastlinski material, ki je najbolj primeren za izolacijo protoplastov, smo 
izolirali protoplaste iz zelenih ter etioliranih hipokotilov in listov. Rastlina, katere liste smo 
vključili v poskus, je bila stara nekaj tednov in gojena v rastni komori pri 24±1 °C in 16/8 
urni fotoperiodi.  
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Za izolacijo protoplastov smo razrezali 1 gram rastlinskega materiala, uporabili encimsko 
raztopino ER-6 (več o raztopini v nadaljevanju) in izolirali z metodo 2D (več o metodi v 
nadaljevanju). 
3.2.2.2 Primerjava različnih načinov izolacije protoplastov  
Da bi določili najprimernejši način izolacije protoplastov, smo preizkusili 3 različne 
načine, in sicer, enodnevno izolacijo (1D), dvodnevno izolacijo (2D) in kombinacijo obeh 
izolacij (1-2D).  
 
1D izolacijo, modificirano Li enodnevno izolacijo protoplastov (Li, 2011), smo začeli z 
razrezom hipokotilov na 0,5-1 mm dolge trakove. Le-te smo prenesli v erlenmajerico za 
vakuumiranje, v kateri je bilo 10 ml 0,6 M manitola (raztopina za plazmolizo) ter jih 
inkubirali 15 minut v temi na sobni temperaturi z rahlim stresanjem (40 rpm). Z 1 ml 
mikropipeto in sterilnimi nastavki z odrezanimi konicami smo odpipetirali manitol, nato 
rezanemu rastlinskemu materialu počasi dodali 10 ml encimske raztopine ER-6 in 
vakuumirali 30 minut v temi. Sledilo je 90 minutno stresanje na 40 rpm in 5 minutno 
stresanje na 80 rpm. Suspenzijo protoplastov v encimski raztopini smo prelili preko 40 µm 
filtra v 15 ml stekleno epruveto, s tem ločili protoplaste od nerazgrajenega rastlinskega 
tkiva, in jo nato centrifugirali 2 minuti na 700 rpm. Encimsko raztopino smo s serološko 
pipeto odpipetirali in po cca. 2 ml suspenzije protoplastov počasi nanesli na 5 ml 21 % 
saharoze za flotacijo. Sledilo je centrifugiranje za 5 minut na 700 rpm. Z 1 ml mikropipeto 
in sterilnimi nastavki z odrezanimi konicami smo odpipetirali 400 µl protoplastov, jih 
resuspendirali v 400 µl ohlajene raztopine W5 (154 mM NaCl, 125 mM CaCl2, 5 mM KCl, 
5 mM glukoza, 2 mM MES (pH 5,7)) po Menczel in sod. (1981), v novi stekleni epruveti 
in centrifugirali 3 minute na 700 rpm. 400 µl supernatanta smo pazljivo odpipetirali stran 
in protoplastom dodali 2 ml raztopine W5. Protoplaste smo inkubirali na ledu za 30 minut 
in jih nato centrifugirali 2 minuti na 700 rpm. Odstranili smo supernatant (cca. 2 ml) in 
resuspendirali protoplaste v 400 µl raztopine MMg (0,4 M manitol, 15 mM MgCl2, 4 mM 
MES (pH 5,7)). Sledila je meritev koncentracije protoplastov s pomočjo štetja protoplastov 
na hemocitometru pod mikroskopom (za preračun koncentracije protoplastov smo 
suspenzijo protoplastov nežno resuspendirali in 10 µl nanesli na hemocitometer, izbrali 3 
naključna vidna polja pri 10-kratni povečavi, prešteli število celih celic in preračunali 
povprečje (želena koncentracija je bila 2x10
5
 protoplastov/ml)) in določitev živosti 
protoplastov (vzorcu protoplastov smo dodali barvilo FDA in prešteli število zelenih 
protoplastov na hemocitometru pod epifluorescentnim mikroskopom). 
 
2D izolacijo smo začeli z razrezom hipokotilov in listov na 0,5-1 mm dolge trakove. 
Sledila je inkubacija le-teh v raztopini za plazmolizo (0,6 M manitol) v plastičnih 
petrijevkah premera 50 cm v temi pri sobni temperaturi za 60 minut. Z 1 ml mikropipeto in 
sterilnimi nastavki z odrezanimi konicami smo odstranili manitol in rezanemu rastlinskemu 
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materialu počasi dodali 10 ml encimske raztopine ER-6. Inkubacija v encimski raztopini je 
bila prekonočna, in sicer v temi, pri 24±1 °C ter stresanju (40 rpm). Naslednji dan smo 
suspenzijo protoplastov v encimski raztopini prelili skozi filter (40 µm) v 15 ml stekleno 
epruveto in jo nato centrifugirali 5 minut na 700 rpm. Encimsko raztopino smo s serološko 
pipeto odpipetirali in po cca. 2 ml suspenzije protoplastov počasi nanesli na 5 ml 21 % 
saharoze za flotacijo. Sledilo je centrifugiranje za 5 minut na 700 rpm. Z 1 ml mikropipeto 
in nastavki z odrezanimi konicami smo odpipetirali 400 µl protoplastov, jih pazljivo 
nanesli na 5 ml raztopine za čiščenje protoplastov WASH (0,154 M NaCl, 0,125 M CaCl2 
x 2 H2O, 0,005 M KCl, 0,005 M glukoza, pH 5,8) in centrifugirali 5 minut na 700 rpm. 5 
ml supernatanta smo pazljivo odstranili, preostali suspenziji protoplastov dodali novih 5 ml 
raztopine WASH ter ponovno centrifugirali 5 minut na 700 rpm. Odstranili smo 
supernatant (5 ml) in resuspendirali protoplaste v 400 µl raztopine MMg. Sledila je meritev 
koncentracije protoplastov s pomočjo štetja protoplastov na hemocitometru pod 
mikroskopom in določitev živosti protoplastov.  
 
1-2D izolacijo smo začeli z razrezom hipokotilov in listov na 0,5-1 mm dolge trakove. 
Sledila je inkubacija le-teh v raztopini za plazmolizo (0,6 M manitol) v plastičnih 
petrijevkah premera 50 cm v temi pri sobni temperaturi za 60 minut. Z 1 ml mikropipeto in 
sterilnimi nastavki z odrezanimi konicami smo odstranili manitol in rezanemu rastlinskemu 
materialu počasi dodali 10 ml encimske raztopine ER-6. Inkubacija v encimski raztopini je 
bila prekonočna, in sicer v temi pri 24±1 °C ter stresanju (40 rpm). Naslednji dan smo 
suspenzijo protoplastov v encimski raztopini prelili skozi filter (0,2 µm) v 15 ml stekleno 
epruveto in jo nato centrifugirali 5 minut na 700 rpm. Encimsko raztopino smo s serološko 
pipeto odpipetirali stran in po cca. 2 ml suspenzije protoplastov počasi nanesli na 5 ml 21 
% saharoze za flotacijo. Sledilo je centrifugiranje za 5 minut na 700 rpm. Z 1 ml 
mikropipeto in nastavki z odrezanimi konicami smo odpipetirali 400 µl protoplastov, jih 
resuspendirali v 400 µl ohlajene raztopine W5 v novi stekleni epruveti in centrifugirali 3 
minute na 700 rpm. 400 µl supernatanta smo pazljivo odpipetirali in protoplastom dodali 2 
ml raztopine W5. Protoplaste smo inkubirali na ledu za 30 minut in jih nato centrifugirali 2 
minuti na 700 rpm. Odstranili smo supernatant (cca. 2 ml) in resuspendirali protoplaste v 
400 µl raztopine MMg. Sledila je meritev koncentracije protoplastov s pomočjo štetja 
protoplastov na hemocitometru pod mikroskopom in določitev živosti protoplastov. 
3.2.2.3 Primerjava različnih encimskih raztopin 
Različni avtorji priporočajo različne encimske raztopine za razgradnjo celičnih sten in 
osrednjih lamel rastlinskih celic. Delovanje šestih encimskih raztopin, ki smo jih uporabili 
v poskusu, se je razlikovalo glede na delovanje dveh različnih celulaz, in sicer Onozuka R-
10, katero priporočajo Kiełkowska in Adamus (2012, 2014), Klíma in sod. (2009) ter 
Wang in sod. (2003) in celulaze RS, v kombinacijah z Macerozym R-10 in pektoliazo Y-
23.  
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Encimska raztopina ER-1 je bila pripravljena po protokolu po Wang in sod. (2003), 
protokol priprave raztopine ER-2 pa je bil modificiran protokol za pripravo ER-1. 
Encimska raztopina ER-3 je bila pripravljena po modificiranem protokolu po Kaur in sod. 
(2006), kjer se je raztopino W5 nadomestilo z raztopino WASH. Raztopina ER-4 je bila 
pripravljena po protokolu po Kiełkowska in Adamus (2012), raztopina ER-5 pa po 
Kiełkowska in Adamus (2014).  
 
Protokol priprave encimske raztopine ER-6, ki je modificiran protokol po Yoo in sod. 
(2007), se je razlikoval od standardne priprave ostalih encimskih raztopin. Najprej smo 
zmešali bidestilirano vodo, 10 mM MES (pH 5,7), 0,4 M manitol, 1,5 % Onozuka RS in 
0,75 % Macerozyme R-10 ter raztopino inkubirali v vodni kopeli za 10 minut na 55°C. 
Raztopino smo nato ohladili na sobno temperaturo in dodali 1 mM CaCl2, 2 mM KCl in 
0,1 % BSA.  
Pripravljene encimske raztopine (preglednica 2) smo filtrsko sterilizirali in steklenice 
hranili v hladilniku pri 4 °C. 
Preglednica 2: Sestava encimskih raztopin. 
Sestavine\Raztopine ER-1 ER-2 ER-3 ER-4 ER-5 ER-6 
Manitol 0,6 M 0,6 M 
 
0,6 M 0,4 M 0,4 M 
Onozuka R-10 0,25 % 0,50 % 1 % 1 % 0,50 % 
 
Onozuka RS 
     
1,50 % 




   





   










   
CaCl2   
125 mM 
 
3 mM 1 mM 









     
0,10 % 
pH / / 5,6 5,6 / / 
3.2.3 Genska transformacija 
Pri poskusih transformacije smo uporabili protoplaste, izolirane iz hipokotilov kaljenih 5 
dni. Pri preliminarnih transformacijah (transformacije izoliranih protoplastov iz časa testov 
optimizacije izolacije) smo uporabili binarni plazmid pCAMBIA1302 - ZsGreen, s 
koncentracijo 583 ng/µl.  
40 % raztopino PEG (40 % PEG 4000, 0,6 M manitol, 0,1 M CaCl2) smo za vsako 
transformacijo (s plazmidom ali s kompleksi RNP) vedno pripravili svežo, vsaj 1 uro pred 
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poskusom, da se je PEG popolnoma raztopil (Yoo et al., 2007). Za tranformacijo in 24-48 
urno inkubacijo smo uporabili steklene epruvete. 
3.2.3.1 Shema transformacije protoplastov s plazmidom s pomočjo PEG 
V epruveto odpipetiramo 20 µg (v 40 µL) plazmida (v kontrole brez plazmida dodamo enak 
volumen raztopine W5), dodamo 200 µl protoplastov s koncentracijo  
≥ 4x104 protoplastov/ml in nežno premešamo 
 
Dodamo 240 µl raztopine PEG in nežno premešamo 
 
Inkubiramo v temi za 15 minut 
 
Dodamo 440 µl raztopine W5 in 10x nežno premešamo 
 
Dodamo 880 µl raztopine W5 in 10x nežno premešamo 
 
Centrifugiramo za 2 minuti na 800 rpm 
 
Odpipetiramo raztopino PEG, protoplastom dodamo 200 µl raztopine W5 in jih resuspediramo 
 
Inkubacija 24 h pri 24 °C v temi 
Slika 3: Shema transformacije protoplastov s plazmidom s pomočjo PEG. 
3.2.3.2 Pregled protoplastov po transformaciji s plazmidom pCAMBIA1302 - ZsGreen 
3.2.3.2.1 Ocena živosti protoplastov 
Za oceno živosti protoplastov po transformaciji smo uporabili barvanje z raztopino 
fluorescein diacetata (v nadaljevanju FDA). 10 µl suspenzije protoplastov pobarvane s 
FDA (končne koncentracije 1 mg/l) smo nanesli na hemocitometer in jih pogledali pod 
epifluorescentnim mikroskopom s setom filtrov za detekcijo zelene fluorescence. 
Naključno smo izbrali površino na kateri smo pri 10-kratni povečavi prešteli žive in mrtve 
protoplaste do skupnega seštevka 100 protoplastov. Iz dobljenih podatkov smo izračunali 
delež živih protoplastov po transformaciji. 
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3.2.3.2.2 Ocena uspešnosti transformacije 
Uspešnost transformacije protoplastov s plazmidom pCAMBIA1302 - ZsGreen smo 
preverili 24 ur po transformaciji. 10 µl suspenzije protoplastov smo nanesli na 
hemocitometer in jih pogledali pod epifluorescentnim mikroskopom s setom filtrov za 
detekcijo zelene fluorescence. Naključno smo izbrali površino na kateri smo pri 10-kratni 
povečavi prešteli transformirane protoplaste, ki so celi svetili zeleno (v to kategorijo nismo 
prišteli protoplastov, ki so avtofluorescirali (imeli osvetljene le membrane)), in 
netransformirane protoplaste, do skupnega seštevka 100 protoplastov. Iz dobljenih 
podatkov smo izračunali delež tranformiranih protoplastov. 
3.2.3.3 Izolacija DNA iz protoplastov 
S pomočjo protoplastov iz preliminarnih poskusov transformacij z plazmidom 
pCAMBIA1302 - ZsGreen, smo naredili primerjavo med izolacijo DNA s kompletom 
DNeasy Plant in standardno izolacijo DNA s CTAB, ter se odločili za primernejšo metodo 
izolacije DNA za nadaljnje delo, ko smo transformirali z RNP kompleksi CRISPR/Cas9. 
Koncentracijo DNA smo merili s fluorometrom DyNA Quant™ 200 po protokolu 
proizvajalca. 
3.2.3.3.1 Izolacija DNA s CTAB metodo 
V suspenzije protoplastov smo dodali 700 µL CTAB in nežno premešali. Sledila je 
inkubacija 1 uro v vodni kopeli na 68 °C, med katero smo vzorce večkrat premešali. 
Dodali smo 700 µL zmesi kloroform/izoamilalkohol (24:1), močno premešali in 
centrifugili 15 minut pri 10.000 rcf pri 4 °C. V naslednji stopnji smo odvzeli zgornjo 
(vodno) fazo in jo prestavili v novo 2 mL centrifugirko. Dodali smo 70 µL 3 M NaOAc pH 
5,2, 700 µL ledenega izopropanola (-20 °C) in dobro premešali. Sledila je inkubacija za 30 
min (ali še bolje preko noči) na -20 °C. Vzorce smo nato centrifugirali 10 min na 15.000 
rcf pri 4 °C. Odstranili smo supernatant in oborino sprali s 1.000 µL 70 % etanola. Sledilo 
je centrifugiranje za 10 min na 15.000 rcf pri 4 °C. Odstranili smo ves etanol in oborino 
posušili v ekstraktorju etanola. Oborini smo dodali 15 µL ddH2O in vzorce inkubirali v 
hladilniku pri 4 °C preko noči. Naslednji dan smo izmerili koncentracijo DNA. 
3.2.3.3.2 Izolacija DNA s kompletom DNeasy Plant 
Suspenziji protoplastov smo dodali 400 µl pufra 'Buffer A1' in 4 µl 'RNase A stock 
solution' in močno premešali. Sledila je inkubacija vzorcev v vodni kopeli na 68 °C. Med 
inkubacijo smo 3-krat premešali vzorce z obračanjem mikrocentrifugirk. Ta korak je liziral 
celice. Lizatu smo dodali 130 µl pufra 'Buffer AP2', premešali in inkubirali 5 minut na 
ledu. Ta korak je precipitiral detergente, proteine in polisaharide. Sledilo je centrifugiranje 
lizata na 20.000 rcf za 5 minut. Lizat smo odpipetirali na kolono 'QIAshredder Mini', ki je 
bila nameščena v 2 ml mikrocentrifugirki. Le-to smo centrifugirali na 20.000 rcf, 2 minuti. 
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Na koloni je ostala večina precipitatov in celični ostanki. Sledil je prenos frakcije (brez 
peleta) v novo mikrocentrifugirko. Čisti frakciji smo dodali 1,5 volumna pufra 'Buffer 
AP3/E' in resuspendirali s pipeto. Na kolono 'DNeasy Mini spin', ki smo jo namestili v 
novo 2 ml mikrocentrifugirko, smo odpipetirali 650 µl mešanice s pufrom 'Buffer AP3/E'. 
Sledilo je centrifugiranje na 6.000 rcf za 1 minuto. Frakcijo ujeto v mikrocentrifugirki smo 
zavrgli, saj se nam je DNA vezala na kolono. Kolono 'DNeasy Mini spin' smo namestili v 
novo 2 ml mikrocentrifugirko, jo sprali s 500 µl 'pufra Buffer AW' in centrifugirali na 
6.000 rcf za 1 minuto. Frakcijo ujeto v mikrocentrifugirki smo zavrgli. Kolono smo še 1x 
dodatno sprali s 500 µl 'Buffer AW' in centrifugirali na 20.000 rcf za 2 minuti. S tem 
korakom smo membrano posušili, saj bi etanol, ki je dodan pufru 'Buffer AW', lahko 
vplival na nadaljnje reakcije. Očiščeno kolono smo prenesli v novo 1,5 ml 
mikrocentrifugirko in direktno na membrano kolone odpipetirali 50 µl elucijskega pufra 
'Buffer AE'. Sledila je inkubacija 5 minut na sobni temperaturi in centrifugiranje na 6.000 
rcf za 1 minuto. Kolono smo odstranili iz mikrocentrifugirke in eluat inkubirali v 
hladilniku preko noči. Naslednji dan smo izmerili koncentracijo DNA. 
3.2.3.4 Transformacija protoplastov s kompleksi RNP s pomočjo PEG 
Hipokotilne protoplaste za transformacijo smo izolirali iz etioliranih hipokotilov, starosti 5 
dni, in sicer s pomočjo encimskih raztopin ER-3 in ER-6.  
Izolirane protoplaste smo transformirali z RNP kompleksi sgRNA/Cas9 (slika 4), katerih 
izvorne koncentracije so zapisane v preglednici 3. 
Preglednica 3: Izvorne koncentracije sgRNA in Cas9. 
Oznaka vzorca Komponenta Vodilno zaporedje sgRNA (20 nt) Koncentracija (ng/µl) 
SM I sgRNA 1.1. TGTGTTTGGGAATGTTTCCG 1.533 
SM II sgRNA 1.2. GAGGAGTGCTGGTCCTTTGC 2.042 
SM III sgRNA 8.1. GAGGCTTTGTATGCCAATAG 1.540 
SM IV sgRNA 8.2. GGCATACAAAGCCTCTCCGG 1.854 
 
 
Slika 4: Tarčna mesta vezave CRISPR/Cas9 na genu pds oljne ogrščice, pri čemer je sekvenca tarčnega 
mesta zapisana s črnimi črkami, PAM zaporedje pa z rdečimi. 
Naredilo se je 4 različne variante transformacij (označene SM I do SM IV) z encimom 
Cas9 in različnimi vodilnimi zaporedji sgRNA, kakor je prikazano v preglednici 3. Za 
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vsako transformacijo smo uporabili 2,7x10
5
 protoplastov s 72 % živostjo (pri vzorcih SM I 
in SM III) oz. 1x10
5
 protoplastov s 84 % živostjo (pri vzorcih SM II in SM IV), ki smo jim 
dodali 65 µl RNP (t. j. mešanice 50 µl sgRNA in 15 µl Cas9 s koncentracijo 1,88 µg/µl). 
Tako so bila razmerja molarnih koncentracij pri različnih sgRNA od 1:13 do 1:17, 
razmerja masnih koncentracij pa od 1:2,7 do 1:3,6. 
 
Postopek transformacije sgRNA/Cas9 s pomočjo PEG smo začeli s pripravo 
ribonukleoproteinskih kompleksov (RNP) sgRNA in encima Cas9 (delali smo z nastavki 
brez RNaz, v nadaljevanju 'RNase free') in njihovo inkubacijo na sobni temperaturi za 10 
minut. Po inkubaciji smo jih prenesli v označene epruvete, dodali 300 µl protoplastov in 
nežno premešali. Dodali smo 365 µl raztopine PEG in nežno premešali. Vzorce smo 
inkubirali v temi 15 minut. Dodali smo jim 730 µl raztopine W5, 10 krat nežno premešali 
in nato dodali 1.460 µl raztopine W5 ter ponovno 10 krat nežno premešali. Sledilo je 
centrifugiranje vzorcev za 2 minuti na 800 rpm. Odpipetirali smo raztopino PEG in jo 
zavrgli. Protoplastom smo dodali 200 µl raztopine W5 in jih nežno resuspendirali s 
sterilnimi nastavki z odrezano konico. V tem koraku smo tudi izmerili volumen vzorcev. 
Epruvete z vzorci smo dali gojiti v temo na 24 °C za 48 ur. Po 48 urah inkubacije smo 
vzorce iz epruvet prenesli v 5 ml centrifugirke. Sledila je izolacija DNA za nadaljnje 
analize. 
 
Uspešnost transformacije s CRISPR/Cas smo preverili z molekularnimi metodami, in sicer 
s testom z endonukleazo T7, PCR-RFLP z uporabo restrikcijskih encimov za tarčna mesta, 
ter s sekvenčno reakcijo. Pri testiranju s PCR-RFLP prepoznavna mesta restrikcijskih 
encimov sovpadajo s tarčnim mestom delovanja Cas9. Mutirana zaporedja izgubijo mesto 
za restrikcijski encim, zato jih ta ne more več razrezati. 
3.2.3.4.1 PCR s polimerazo Q5 
Za odkritje genske mutacije povzročene s sistemom CRISPR/Cas9, smo uporabili metodo 
PCR s polimerazo Q5 (preglednica 4), s katero smo pomnoževali fragment DNA, kjer naj 
bi prišlo do mutacije.  
 
Imeli smo 4 vzorce izolirane DNA protoplastov (SM I, SM II, SM III in SM IV), ki naj bi 
vsebovali poleg nemutirane, tudi s CRISPR/Cas9 posredovano mutirano DNA. Pri vzorcih 
SM I in SM II smo naredili dve različni mešanici PCR (v nadaljevanju mešanica 'PCR '), in 
sicer z dvema različnima paroma začetnih oligonukleotidov (Bn.DET.1.34 in 
Bn.DET.1.56), ki pomnožujejo prvi ekson gena pds na dveh različnih alelih, pri vzorcih 
SM III in SM IV pa le po eno mešanico PCR z začetnimi oligonukleotidi, ki pomnožujejo 
osmi ekson gena pds. Poleg vzorcev z domnevno mutirano DNA, smo analizirali tudi 
negativno kontrolo (DNA izolirana iz listov oljne ogrščice (v nadaljevanju BN), 5 ng/µl) in 
slepi vzorec (voda).  
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V mikrocentrifugirko hranjeno na ledu smo odpipetirali vse sestavine mešanice PCR po 
vrstnem redu napisanem v preglednici 4, razen vzorcev DNA in  vode. Pred in po dodatku 
polimeraze Q5 smo mešanico na kratko premešali, centrifugirali in hranili na ledu do 
uporabe. Pripravili smo si sterilne trakove 0,2 ml tubic (v nadaljevanju 'stripe') in v vsako 
0,2 ml tubico odpipetirali ustrezni volumen mešanice PCR. K mešanici PCR smo 
odpipetirali potrebni volumen DNA oz. 'RNase free' vode. Tubice smo zaprli, premešali in 
centrifugirali. 'Stripe' smo postavili v napravo za PCR in termostatirali s temperaturnim 
profilom, ki je razviden iz preglednice 5. 
Preglednica 4: Sestavine mešanice PCR. 
Komponenta Končna koncentracija Volumen v 10 µl reakciji 
Voda brez nukleaz  4,1 µl 
5x Q5 Reaction Buffer (z MgCl2) 1x 2 µl 
10 mM dNTPs (vseh 4 skupaj) 200 µM vsakega 0,8 µl 
10 µM Forward začetni oligonukleotid* 0,5 µM 0,5 µl 
10 µM Reverse začetni oligonukleotid* 0,5 µM 0,5 µl 
High-Fidelity DNA polimeraza Q5 0,02 U/ µl 0,1 µl 
DNA 
1 pg - 1 ng plazmidne DNA 
1 ng - 1 µg genomske DNA 
2 µl 
(BN 5 ng/µl) 
 
*Forward (v nadaljevanju For)= smerni začetni oligonukleotid;  
*Reverse (v nadaljevanju Rev)= protismerni začetni oligonukleotid 
Preglednica 5: Temperaturni profil PCR. 
Korak Temperatura Čas 
Začetna denaturacija 98 °C 30 s 
35 ciklov 
Denaturacija 98 °C 5 s 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 65 °C 10 s 
Sinteza fragmentov DNA 72 °C 20 s 
Končno izdolževanje fragmentov 72 °C 2 min 
Hlajenje vzorcev 4 °C ∞ 
Po končani reakciji smo pomnožke analizirali z agarozno gelsko elektroforezo. Vsak 
vzorec, ki smo ga nanesli na 1,2 % agarozni gel, je bil sestavljen kot mešanica 5 µl DNA, 
10 µl 'RNase free' vode in 5 µl nanašalnega barvila BPB (12,5 % (w/v) Ficoll® 400, 6,7 % 
(v/v) bromofenol modro, 10xTBE). Po končani elektroforezi smo DNA pomnožke 
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3.2.3.4.2 Čiščenje DNA z metodo kloroform - izoamilalkohol 
Po pridobitvi dovolj velike koncentracije DNA z metodo PCR, smo DNA pred nadaljnimi 
molekularnimi analizami dodatno očistili, kakor je prikazano na sliki 5.  
 
Slika 5: Shema čiščenja DNA z metodo kloroform – izoamil. 
3.2.3.4.3 Čiščenje DNA iz agaroznega gela s kompletom 'IllustraTM GFXTM PCR DNA 
and Gel Band Purification Kit' 
Zaradi porabe vseh vzorcev DNA za izvedbo PCR s polimerazo Q5, smo po poteku 
agarozne gelske elektroforeze izrezali lise DNA vzorcev SM I, SM II, SM III in SM IV. To 
DNA smo očistili in jo uporabili kot matrično DNA za ponovno izvedbo PCR.  
 
Stehtali smo prazno 'DNase free' 1.5 ml mikrocentrifugirko in 'DNase free' 1.5 ml 
mikrocentrifugirko, v kateri je bil izrezani košček gela z našo DNA. S tem smo določili 
maso izrezane lise produktov PCR. Za vsakih 10 mg mase smo dodali v mikrocentrifugirko 
z izrezano liso 10 µl pufra 'Capture buffer type 3' in jo inkubirali v vodni kopeli na 68 °C, 
da se je agaroza popolnoma raztopila (barva mešanice je bila rumena). 600 µl mešanice 
smo odpipetirali na kolono 'GFX MicroSpin
TM
', ki je bila nameščena v 1.5 ml 
mikrocentrifugirki. Sledilo je centrifugiranje na 16.000 rcf za 30 sekund. Frakcijo ujeto v 
mikrocentrifugirki smo zavrgli. Če nam je ostalo še kaj mešanice, smo postopek ponovili. 
Kolono smo sprali s 500 µl 'pufra 'Wash buffer type 1' in centrifugirali na 16.000 rcf  za 30 
sekund. Uporabljeno mikrocentrifugirko smo zavrgli, kolono pa prestavili v novo 1.5 ml 
'DNase free' mikrocentrifugirko. Na membrano kolone smo odpipetirali 20 µl elucijskega 
pufra 'Elution buffer type 4' ali 'Elution buffer type 6', inkubirali 60 sekund na sobni 
temperaturi in nato centrifugirali na 16.000 rcf za 1 minuto. Kolono smo odstranili iz 
mikrocentrifugirke in eluat (očiščeno DNA) shranili na -20 °C. 
28 
Mazinjanin S.  Indukcija mestno specifičnih mutacij ... v protoplaste oljne ogrščice (Brassica napus L.). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za agronomijo, 2017 
 
 
3.2.3.4.4 Detekcija točkovnih mutacij z endonukleazo T7E1 
Endonukleaza T7EI prepozna nepopolno hibridizirano DNA, ki jo nato reže. Uporabili 
smo protokol proizvajalca NEB. V sterilne 'stripe' smo odpipetirali vse komponente po 
vrstnem redu, kakor so napisane v preglednici 6. Količina dodane DNA je bila odvisna od 
koncentracije DNA, ki smo jo izmerili očiščenim produktom PCR. Kot kontrola nam je 
služila DNA iz listov oljne ogrščice (BN). 'Stripe' smo postavili v napravo za PCR in 
termostatirali s temperaturnim profilom zapisanim v preglednici 7. Hibridiziranim vzorcem 
smo dodali 1 µl T7 endonukleaze I in jih inkubirali 60 minut pri 37 °C. Reakcijo smo 
ustavili z dodajanjem 1,5 µl 0,25 M EDTA. Vzorcem smo dodali 4,3 µl 6x Loading Dye 
(Promega) in jih nanesli na 2 % agarozni gel. Po končani elektroforezi smo fragmente 
DNA detektirali pod UV lučjo na Bio Spectrum® S10 Imaging System (UVP). 
Preglednica 6: Priprava reakcij za analizo s T7E1. 
Komponenta Volumen v 19 µl reakciji 
DNA 200 ng 
10x NEBuffer 2 2 µl 
Voda brez nukleaz do 19 µl 
Preglednica 7: Temperaturni profil hibridizacije. 
Korak Temperatura Znižanje temperature Čas 
Začetna denaturacija 95 °C  5 min 
Prileganje 
95-85 °C -2 °C/sekundo  
85-25 °C -0.1 °C/sekundo  
Hlajenje 4 °C  ∞ 
3.2.3.4.5 Test detekcije mutacije z restrikcijskim encimom BtgI 
Encim BtgI je izoliran iz bakterijskega seva Bacillus thermoglucosidasius.  
 
Njegovo prepoznavno tarčno mesto na sekvenci je:  
 
Ta test smo uporabili samo pri vzorcih transformiranih s sgRNA 1.1. (vzorec SM I). 
V sterilne 'stripe' smo odpipetirali vse komponente za pripravo reakcij po vrstnem redu, 
kakor so napisane v preglednici 8. Količina dodane DNA je bila odvisna od koncentracije 
DNA, ki smo jo izmerili očiščenim produktom PCR. 'Stripe' smo postavili v napravo za 
PCR, kjer je potekala inkubacija vzorcev na 37 °C za 60 minut in nato inaktivacija na 80 
°C za 20 minut. Inaktiviranim vzorcem smo dodali 2 µl 6x Loading Dye in jih nanesli na 2 
% agarozni gel. 
 
Poleg analize vzorcev SM I je bilo potrebno narediti še kontrolo z BN. Vzorec BN(+), 
kateremu smo dodali encim, nam je služil kot pozitivna kontrola, vzorcu BN(-), kateremu 
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encima nismo dodali, pa nam je služil kot negativna kontrola. S tem smo preverili ali 
encim deluje pravilno.  
Preglednica 8: Sestava restrikcijske mešanice za test z encimom BtgI. 
Komponenta Volumen v 10 µl reakciji 
10x CutSmart pufer 1 µl 
DNA 200 ng 
BtgI 0,5 µl 
'RNase free' voda do 10 µl 
3.2.3.4.6 Test detekcije mutacije z restrikcijskim encimom HpyCH4V 
Encim HpyCH4V je izoliran iz bakterijskega seva Helicobacter pylori.  
 
Njegovo prepoznavno tarčno mesto na sekvenci je:  
 
Ta test smo uporabili samo pri vzorcih transformiranih s sgRNA 1.2. (vzorec SM II). V 
sterilne 'stripe' smo odpipetirali vse komponente za pripravo 10 µl reakcij po vrstnem redu, 
kakor so napisane v preglednici 9. Količina dodane DNA je bila odvisna od koncentracije 
DNA, ki smo jo izmerili očiščenim produktom PCR. 'Stripe' smo postavili v napravo za 
PCR, kjer je potekala inkubacija vzorcev na 37 °C za 60 minut in nato inaktivacija na 65 
°C za 20 minut. Inaktiviranim vzorcem smo dodali 2 µl 6x Loading Dye in jih nanesli na 2 
% agarozni gel. 
Poleg analize vzorcev SM II je bilo potrebno narediti še kontrolo z BN (glej test z 
encimom BtgI).  
Preglednica 9: Sestava restrikcijske mešanice za test z encimom HpyCH4V. 
Komponenta Volumen v 10 µl reakciji 
10x CutSmart pufer 1 µl 
DNA 200 ng 
HpyCH4V 1 µl 
'RNase free' voda do 10 µl 
3.2.3.4.7 Test detekcije mutacije z restrikcijskim encimom BsaWI 
Encim BsaWI je izoliran iz bakterijskega seva Bacillus stearothermophilus.  
Njegovo prepoznavno tarčno mesto na sekvenci je:  
 
Ta test smo uporabili samo pri vzorcih transformiranih s sgRNA 8., in sicer s sgRNA 8.2. 
(vzorec SM IV), ker encim ne prepoznava nukleotidnega zaporedja, ki je komplementarno 
sekvenci sgRNA 8.1. 
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V sterilne 'stripe' smo odpipetirali vse komponente za pripravo 10 µl reakcij po vrstnem 
redu, kakor so napisane v preglednici 10. Količina dodane DNA je bila odvisna od 
koncentracije DNA, ki smo jo izmerili očiščenim produktom PCR.  
'Stripe' smo postavili v napravo za PCR, kjer je potekala inkubacija vzorcev na 60 °C za 60 
minut in nato inaktivacija na 80 °C za 20 minut. Inaktiviranim vzorcem smo dodali 2 µl 6x 
Loading Dye in jih nanesli na 2 % agarozni gel. 
Poleg analize vzorcev SM IV je bilo potrebno narediti še kontrolo z BN (glej test z 
encimom BtgI). 
Preglednica 10: Sestava restrikcijske mešanice za test z encimom BsaWI. 
Komponenta Volumen v 10 µl reakciji 
10 x CutSmart pufer 1 µl 
DNA 200 ng 
BsaWI 0,5 µl 
'RNase free' voda do 10 µl 
3.2.3.4.8 Priprava sekvenčne reakcije 
Za določanje nukleotidnega zaporedja po Sangerju smo najprej morali očistiti produkte 
PCR s polimerazo Q5 (preglednica 11).  
V sterilne 'stripe' smo pomnožkom PCR iz reakcije s polimerazo Q5 odpipetirali po 0,5 µl 
eksonukleaze I, ki razgradi preostale začetne oligonukleotide, in 1 µl alkalne fosfataze, ki 
razgradi preostale nukleotide. Sledilo je mešanje in centrifugiranje vzorcev. Prenesli smo 
jih v napravo za PCR, kjer smo jih najprej inkubirali pri 37 °C za 45 minut. Reakcijo smo 
ustavili z inkubacijo vzorcev pri 85 °C za 15 minut.  
Preglednica 11: Priprava mešanice za čiščenje produkta PCR. 
Komponenta Količina (µl) 
PCR Q5 produkt 5 
Eksonukleaza I ( Exo I) 0,5 
Alkalna fosfataza ( FastAP
TM
) 1 
 VSK = 6,5 
V naslednjem koraku smo pripravili dve ločeni reakciji PCR, in sicer vsako z enim 
začetnim oligonukleotidom ('Forward' ali 'Reverse'). V preglednici 12 so navedene 
komponente, ki smo jih odpipetirali po vrstem redu v 'stripe' za pripravo 10 µl reakcij. 
'Stripe' smo prestavili v napravo za PCR s temperaturnim profilom, ki je prikazan v 
preglednici 13. Inkubacija je bila prekonočna. 
Preglednica 12: Sestava reakcijske mešanice za PCR. 
Komponenta Volumen v 10 µl reakciji 
Očiščen PCR Q5 produkt  3,25 µl 
'RNase free' voda 3,25 µl 
Začetni oligonukleotid (For. ali Rev.) 1 µl 
5 x BD pufer 2 µl 
Big Dye terminator 0,5 µl 
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Preglednica 13: Temperaturni profil v napravi PCR. 
Korak Temperatura Čas 
Začetna denaturacija 96 °C 3 min 
99 ciklov 
Denaturacija 96 °C 10 s 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 50 °C 10 s 
Sinteza fragmentov DNA 60 °C 4 min 
Končno izdolževanje fragmentov 72 °C 7 min 
Hlajenje vzorcev 4 °C ∞ 
3.2.3.4.9 Čiščenje sekvenčne reakcije 
Po prekonočni inkubaciji smo vzorce vzeli iz naprave za PCR in jih na kratko 
centrifugirali. Celotno reakcijo smo prenesli v 96-mestno mikrotitrsko ploščo in jo rahlo 
potresli, da se je produkt PCR usedel na dno. K vsakemu vzorcu smo dodali po 2,5 µl 125 
mM EDTA pH 8, in ploščo rahlo potresli, da se je EDTA usedla na dno. K vzorcem smo 
dodali še 30 µl absolutnega etanola. Ploščo smo prekrili s srebrno folijo in jo 5-10 x počasi 
obrnili, da smo vzorce premešali. Ploščo smo inkubirali 15 minut na sobni temperaturi v 
temi. Glede na težo plošče smo uravnotežili protiutež (na 1 mg natančno) in ploščo 
centrifugirali pri maksimalni hitrosti (2250 rcf) pri 4 °C 55 minut. Po centrifugiranju smo 
etanol in EDTA odlili s hitrim gibom navzdol. Sledilo je centrifugiranje plošče obrnjene 
navzdol na papirnati brisači pri 190 rcf za 2 minuti. Ploščo smo nato inkubirali 5 minut na 
sobni temperaturi v temi. K vsakemu vzorcu smo dodali 12 µl formamida in ploščo 
prelepili s srebrno folijo (s formamidom smo napolnili 4 stolpce (A-H), tudi če niso bili vsi 
zapolnjeni z vzorci). Ploščo smo zavili v folijo, primerno označili in poslali na analizo na 
Oddelek za zootehniko Biotehniške fakultete, kjer za analizo vzorcev uporabljajo kapilarno 
elektroforezo ABI 3130xl Genetic Analyzer. 
 
Rezultate sekvenčne reakcije (sekvence) smo pregledovali in urejali s programom 
CodonCode Aligner. Sekvence svojih vzorcev smo primerjali s sekvencami DNA oljne 
ogrščice. 
3.2.4 Statistična analiza 
Podatke smo analizirali s programom R-Commander, kjer smo za ugotavljanje statističnih 
razlik uporabili analizo variance (ANOVA). Statistična analiza je bila možna pri primerjavi 
encimskih raztopin z vplivom na število izoliranih protoplastov in živost protoplastov, kjer 
smo imeli šest obravnavanj. 
 
Ničelne domneve, ki smo jih postavili: 
 
H0: µSM = µSM2 = µWASH = µES IV = µESTER = µBY                … (1) 
Povprečno število izoliranih protoplastov je po obravnavanjih enako. 
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H0: µSM = µSM2 = µWASH = µES IV = µESTER = µBY                … (2) 
Povprečna živost protoplastov je po obravnavanjih enaka. 
 
Pri analizi števila izoliranih protoplastov smo podatke transformirali (log10-
transformacija). 
V primeru statistično značilne razlike med obravnavanji, smo analizo nadaljevali s testom 
mnogoterih primerjav, in sicer z uporabo testa HSD pri 95 % zaupanju. Statistično značilne 
razlike so na preglednicah označene z različnimi črkami. 
V primeru neizpolnjenega pogoja o enakih variancah po obravnavanjih (Levenov test), 
uporaba analize variance ni bila upravičena, in je bilo zato potrebno uporabiti 
neparametrično metodo (Kruskal-Wallisov test). 
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4.1 OPTIMIZACIJA IZOLACIJE PROTOPLASTOV 
4.1.1 Izolacija protoplastov iz različnega rastlinskega materiala 
Za določanje optimalnega rastlinskega materiala za izolacijo protoplastov smo primerjali 
zelene (v nadaljevaju "ZH", slika 6A) in etiolirane hipokotile (v nadaljevanju "BH", slika 
6B) ter liste oljne ogrščice (v naljevanju "L"). Pridobljene koncentracije in živost 
protoplastov glede na izhodiščni rastlinski material so prikazani v preglednici 14. 
 
Slika 6: Primerjava zelenih (A) in etioliranih hipokotilov (B) kaljenih 5 dni. 
Preglednica 14: Primerjava koncentracije in živosti protoplastov izoliranih iz različnega rastlinskega 
materiala.  





1 BH 1,2 x10
5
 80 
2 BH / 69 
1 ZH 8,0 x10
4
 71 
2 ZH / 59 
1 L 6,0 x10
4
 22 
2 L / 0 
 
* Meritve so bile izvedene pred (dan meritve 1) in 24-ur po transformaciji (dan meritve 2) protoplastov s plazmidom 
pCAMBIA1302 - ZsGreen. 
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Razultati prikazani v preglednici 14 in prilogi B1 nakazujejo da so najprimernejši rastlinski 
material za izolacijo protoplastov, etiolirani hipokotili. Tako koncentracija, kot tudi živost 
protoplastov pred in po transformaciji je bila najvišja. Najslabše rezultate smo dobili pri 
protoplastih izoliranih iz listov.  
4.1.2 Izolacija protoplastov iz etioliranih hipokotilov z različnimi metodami izolacije 
Preglednica 15: Primerjava koncentracije in živosti protoplastov izoliranih iz etioliranih hipokotilov z 

















2 1D-T / 80 0 
2 1D-K  / 71 0 




2 2D-T / 74 0 
2 2D-K / 71 0 
2 




2 1D-T / 56 0 
2 1D-K / 59 0 




2 2D-T / 75 0 
2 2D-K / 37 0 




2 1-2D-T / 51 7 
2 1-2D-K / 67 0 
 
* Pri metodah 1D in 2D smo imeli 2 ponovitvi, medtem, ko smo izolacijo z metodo 1-2D naredili le 1-krat. 
** Meritve so bile izvedene pred (dan meritve 1) in 24-ur po transformaciji protoplastov (dan meritve 2) s plazmidom 
pCAMBIA1302 – ZsGreen. 
*** 1D-enodnevna izolacija, 2D-dvodnevna izolacija, 1-2D-kombinacija eno- in dvodnevne izolacije, T-transformiran 
vzorec, K-kontrola. 
Rezultati posamičnih meritev koncentracije in živosti protoplastov s pomočjo metod 1D ter 
2D, kažejo dokaj veliko variabilnost med ponovitvami (preglednica 15).  
Največja živost protoplastov pred transformacijo (slika 7) je bila ugotovljena pri 
protoplastih izoliranih s pomočjo metode 1-2D. Le-ta je bila 88-odstotna. Pri vzorcih 1D in 
1-2D je prišlo 24-ur po transformaciji do padca živosti protoplastov, pri vzorcih 2D pa je 
očitno prišlo do napake pri meritvah pred transformacijo. Pri vzorcih, kjer se je izvedlo 
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Slika 7: Diagram živosti protoplastov pred in 24-ur po transformaciji s plazmidom pCAMBIA1302 - 
ZsGreen, glede na način izolacije. 
4.1.2.1 Transformacija 
Za nadaljne delo (transformacija s CRISPR/Cas9) nas je zanimalo, kako uspešen je vnos 
plazmida v protoplaste, ki se med seboj razlikujejo v koncentraciji predvsem pa živosti, na 
kar neposredno vpliva metoda izolacije. 
 
Plazmid pCAMBIA1302 – ZsGreen s koncentracijo 583 ng/µl smo s pomočjo PEG 
neposredno vnesli v protoplaste s koncentracijami ≥ 4x10
4
 protoplastov/ml. Na 
transformacijo smo dodajali po 20 µg plazmida. Po 24 urni inkubaciji se je preverila 
aktivnost vnesenih genov, saj plazmid nosi sekvenco za gen ZsGreen. 
 
Do uspešne transformacije je prišlo le pri protoplastih izoliranih z metodo 1-2D. 
Koncentracija protoplastov pred transformacijo je bila 3,6x10
5
, živost le-teh pa 88-odstotna. 
Uspešnost transformacije s plazmidom je bila precej nizka, le 7 % (preglednica 15). 
Transformirane protoplaste smo pri pregledu pod mikroskopom in uporabi seta filtrov za 
detekcijo zelene fluorescence opazili kot močno zeleno svetleče protoplaste. Vsak poskus 
je vseboval negativno kontrolo, kateri plazmidna DNA z zapisom za protein ZsGreen ni 
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4.1.3 Izolacija protoplastov iz etioliranih hipokotilov s pomočjo različnih encimskih 
raztopin 
Preglednica 16: Primerjava koncentracije protoplastov, preračunanega števila in živosti protoplastov 















ER-1 1 32 6,0 x10
4
 650 3,9 x10
4
 
ER-1 2 0 3,4 x10
4
 600 2,0 x10
4
 
ER-1 3 0 1,0 x10
4
 700 0,7 x10
4
 
ER-2 1 47 2,0 x10
4
 650 1,3 x10
4
 
ER-2 2 0 4,0 x10
4
 620 2,48 x10
4
 
ER-2 3 0 2,0 x10
4
 700 1,4 x10
4
 
ER-3 1 67 68,0 x10
4
 650 44,2 x10
4
 
ER-3 2 79 44,0 x10
4
 550 24,2 x10
4
 
ER-3 3 73 21,0 x10
4
 690 14,5 x10
4
 
ER-4 1 68 14,0 x10
4
 650 9,1 x10
4
 
ER-4 2 74 11,0 x10
4
 550 6,1 x10
4
 
ER-4 3 57 7,5 x10
4
 700 5,3 x10
4
 
ER-5 1 26 4,5 x10
4
 600 2,7 x10
4
 
ER-5 2 0 1,0 x10
4
 600 0,6 x10
4
 





ER-6 1 73 13,0 x10
4
 600 7,8 x10
4
 
ER-6 2 87 23,0 x10
4
 850 19,5 x10
4
 
ER-6 3 74 13,0 x10
4




* Izolacije s posamičnimi encimskimi raztopinami smo ponovili 3-krat. Metoda s katero smo izolirali protoplaste je bila 
1-2D. 
Rezultate primerjave vpliva encimskih raztopin na število in živost protoplastov smo 
statistično obdelali. Primer pregleda živosti protoplastov izoliranih iz etioliranih 
hipokotilov (preglednica 16) s pomočjo encimske raztopine ER-3 je prikazan s sliko 8, na 
kateri je prikazano isto vidno polje. Na sliki vidimo, koliko protoplastov od celote je živih.  
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Slika 8: Pregled protoplastov pod mikroskopom z uporabo vidne svetlobe (A) in s filtri za detekcijo zelene 
fluorescence (B) pri 10-kratni povečavi. 
4.1.3.1 Statistična analiza rezultatov vpliva encimskih raztopin na število izoliranih 
protoplastov  
Analiza variance je bila upravičena (Priloga B2). Domnevo o enakem povprečnem številu 
izoliranih protoplastov po vseh obravnavanjih (šestih različnih encimskih raztopinah) smo 
zavrnili (p = 0.000283), rezultati so bili močno značilni (priloga B3). V preglednici 17 so 
rezultati testa HSD, ki kažejo, da se encimske raztopine, glede na vpliv na število 
izoliranih protoplastov, razvrstijo v dve prekrivajoči se skupini. Encimski raztopini, s 
pomočjo katerih se izolira najvišje število protoplastov, sta ER-3 in ER-6. Med ER-3, ER-4 
in ER-6 sicer ni statistično značilne razlike. Najnižje število protoplastov smo izolirali s 
pomočjo encimskih raztopin ER-1, ER-2 in ER-5 (slika 9).  
Iz slike ostankov lahko zaključimo, da je model sprejemljiv (priloga B4). 
Preglednica 17: Rezultati testa HSD. 
Skupina Encimska raztopina Povprečje log10 (število izoliranih protoplastov ) 
a ER-3 5,397 
a ER-6 5,047 
ab ER-4 4,823 
b ER-1 4,246 
b ER-2 4,218 
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Slika 9: Diagram povprečij števila izoliranih protoplastov glede na uporabljene encimske raztopine in njihove 
pripadajoče standardne napake. 
4.1.3.2 Statistična analiza rezultatov vpliva encimskih raztopin na živost protoplastov 
Analiza variance ni bila upravičena (priloga B5), zato smo podatke analizirali z 
neparametrično metodo, in sicer Kruskal-Wallisovim testom. Rezultat tega testa nakazuje 
statistično značilne razlike v živosti protoplastov glede na encimsko raztopino uporabljeno 
pri izolaciji (priloga B6). Z izvedbo korekcije p-vrednosti z metodo BH, rezultati dobljeni 
z Dunnovim testom mnogoterih primerjav parov nakazujejo, da so mejno statistične razlike 
med encimskimi raztopinami ER-6 in ER-5, ER-6 in ER-1 ter ER-6 in ER-2 (priloga B7). 
 
Brez izvedbe korekcije p-vrednosti (kar je sicer korektno), dobljenih z Dunnovim testom 
mnogoterih primerjav parov, se pokažejo razlike med obravnavanji ER-6 in ER-5, ER-6 in 
ER-1, ER-6 in ER-2, ER-4 in ER-5, ER-4 in ER-1, ER-4 in ER-2, ER-3 in ER-5, ER-3 in 
ER-1 ter ER-3 in ER-2 (priloga B8). Razvrstitev obravnavanj po skupinah (dve 
prekrivajoči se skupini) je prikazana v preglednici 18. V skupino encimskih raztopin, s 
pomočjo katerih smo izolirali protoplaste z najvišjim odstotkom živosti, spadajo ER-6, ER-
3 in ER-4 (slika 10).  
Preglednica 18: Razvrstitev encimskih raztopin v skupine glede na živost izoliranih protoplastov. 
ER-6 ER-4 ER-5 ER-1 ER-2 ER-3 
a ab b b b a 
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Slika 10: Diagram povprečij živosti protoplastov za encimske raztopine in njihove pripadajoče standardne 
napake. 
4.2 PRIMERJAVA IZOLACIJE DNA Z DVEMA RAZLIČNIMA METODAMA 
S pomočjo protoplastov iz preliminarnih poskusov transformacije s plazmidom 
pCAMBIA1302 - ZsGreen smo naredili primerjavo med izolacijo DNA s kompletom 
DNeasy Plant in standardno izolacijo DNA s CTAB metodo. Vzorce protoplastov smo 
enakovredno razdelili v dve skupini (glede na rang koncentracije protoplastov). Iz prve 
skupine vzorcev smo izolirali DNA s CTAB metodo, iz druge pa s pomočjo kompleta. 
Rezultati so nakazovali, da je za izolacijo DNA primernejša metoda s CTAB (preglednica 
19). 
Preglednica 19: Primerjava izolacije DNA s CTAB metodo in s pomočjo kompleta DNeasy Plant. 
Izolacija s CTAB metodo 










Izolacija s kompletom DNeasy Plant 
Vzorec Koncentracija protoplastov (protoplasti/ml) Elucija 





1. elucija 22 




1. elucija 8 




1. elucija 7 
2. elucija 2 
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4.3 TRANSFORMACIJA PROTOPLASTOV S CRISPR/Cas9 
Woo in sod. (2015) so mnenja, da je za uspešno transformacijo z RNP potrebna 
koncentracija protoplastov 1x10
5
 protoplastov/ml (za Arabidopsis, riž in tobak) oz. 5x10
5
 
protoplastov/ml (za solato).  
Mi smo imeli v vzorcu ER-3 (izolirani z encimsko raztopino ER-3) koncentracijo 9,1x10
5
 
protoplastov/ml (živost protoplastov je bila 72-odstotna), v vzorcu ER-6 (protoplasti 
izolirani z encimsko raztopino ER-6) pa 3,3x10
5
 protoplastov/ml (živost protoplastov je 
bila 84-odstotna). 
 
Po transformaciji izoliranih protoplastov z RNP in 48-urni inkubaciji suspenzij, smo 
izolirali DNA iz protoplastov s pomočjo metode CTAB. Sledilo je pomnoževanje izolirane 
DNA z metodo PCR.  
4.3.1 Pregled uspešnosti metode PCR s polimerazo Q5 
Metoda PCR je bila uspešna, kar lahko vidimo iz slike 11. S pomnoževanjem samo enega 
alela (1.34 oz. 1.56) smo na agaroznem gelu lahko spremljali različne dolžine 
pomnoževanih fragmentov. Začetna oligonukleotida Bn.DET.1.34-For in Bn.DET.1.34-
Rev pomnožujeta 257 bp dolg fragment, Bn.DET.1.56-For in Bn.DET.1.56-Rev 
pomnožujeta 300 bp dolg fragment in Bn.DET.8-For ter Bn.DET.8-Rev pomnožujeta 268 
bp dolg fragment. Lise na agaroznem gelu to tudi nakazujejo. 
 
Pri vzorcu VODA 8 smo na podlagi rezultatov agarozne gelske elektroforeze sklepali, da je 
bila v mešanici začetnih oligonukleotidov 8 prisotna kontaminacija z DNA. 
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4.3.2 Detekcija mutacij  
Pred izvedbo testov za detekcijo mutacij, smo izmerili koncentracijo DNA očiščenega 
produkta PCR s polimerazo Q5, z NanoVue spektrofotometrom (preglednica 20). Tu je 
potrebno omeniti, da metoda merjenja koncentracije DNA ni na ng natančna, zato je lahko 
prišlo do manjšega odstopanja merjene koncentracije od dejanske. 
Preglednica 20: Koncentracija DNA očiščenega produkta PCR s Q5 polimerazo. 
Vzorec Koncentracija DNA (ng/ µl) 
BN 1.34 70,5 
SM I 1.34 72,5 
SM II 1.34 70,0 
BN 1.56 75,0 
SM I 1.56 70,5 
SM II 1.56 67,5 
BN 8 98,0 
SM III 8 77,5 
SM IV 8 59,5 
4.3.2.1 Detekcija točkovnih mutacij z analizo s T7E1 
Ključno pri tej metodi je bilo, da se je pri predhodni reakciji PCR pomnoževal le en alel, 
da se je na agaroznem gelu lahko spremljala dolžina razrezanih fragmentov. Pri vzorcih 
SM I (transformiran s sgRNA 1.1.) in SM II (transformiran s sgRNA 1.2.) so fragmenti, 
pomnoženi z Bn.DET.1.34, dolžine 257 bp. Tarčna mutacija posredovana s sgRNA 1. se 
naj bi pojavila pri 204 bp, torej bi dobili po rezu s T7E1 fragmenta dolžine 204 in 53 bp, 
pri razrezu fragmentov vzorca SM II, pa bi dobili fragmenta dolžine 191 in 66 bp. 
Fragmenti pomnoženi z Bn.DET.1.56 so dolžine 300 bp, po rezu s T7E1 bi dobili 
fragmenta dolžine 253 in 47 bp (vzorec SM I) oz. fragmenta dolžine 185 in 115 bp (vzorec 
SM II). Fragmenti vzorcev SM III in SM IV, pomnoženi z Bn.DET.8, so dolžine 268 bp, 
po razrezu v primeru mutacije bi dobili fragmenta dolžine 195 in 73 bp (vzorec SM III) oz. 
176 in 92 bp (vzorec SM IV).  
 
Rezultati agarozne gelske elektroforeze (slika 12) nakazujejo, da je prišlo do razreza z 
endonukleazo T7E1 pri vzorcu SM II 1.56, saj smo zaznali fragmente zgoraj navedenih 
dolžin (pomnožka na sliki označena s puščicama). Pri ostalih vzorcih do razreza ni prišlo 
ali pa je bil delež transformiranih protoplastov tako majhen, da ta metoda ni bila dovolj 
občutljiva za njihovo zaznavo. 
4.3.2.2 Detekcija mutacij z restrikcijskimi encimi BtgI, HpyCH 4V in BsaWI 
Analiza polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov (RFLP) temelji na uporabi 
restrikcijskih encimov, ki režejo DNA na svojem prepoznavnem mestu. S tem je možna 
hitra identifikacija sprememb na tarčnem zaporedju DNA, saj mutacija uniči restrikcijska 
mesta. 
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V našem primeru smo uporabili restrikcijske encime, katerih prepoznavno mesto na 
sekvenci sovpada z mestom, kjer Cas9 reže DNA in s tem povzroči mutacijo. Naša 
kontrola je bil očiščen produkt PCR, pomnožen z istimi začetnimi oligonukleotidi kot 
analizirani vzorci, iz DNA listov oljne ogrščice. Na sliki 12 je agarozni gel s fragmenti 
razrezanimi z vsemi tremi restrikcijskimi encimi. 
 
Analiza z encimom BtgI se uporablja samo pri vzorcih transformiranih s sgRNA 1.1. 
(vzorec SM I). Encim reže nemutirano DNA na fragmenta dolžine 203 bp in 54 bp (alel 
1.34) oz. fragmenta dolžine 252 bp in 48 bp (alel 1.56). Pri vzorcu SM I 1.34 lahko vidimo 
rahlo liso fragmentov, ki je na isti višini kot negativna kontrola. Lisa je na sliki 12 
označena z rumeno puščico. Ker je mutirana DNA v primerjavi s celokupno v nizkem 
deležu, imamo pri tem vzorcu vidne 3 lise. 
 
Analiza z encimom HpyCH 4V se uporablja samo pri vzorcih transformiranih s sgRNA 
1.2. (vzorec SM II). Encim reže nemutirano DNA na fragmenta dolžine 193 bp in 64 bp 
(alel 1.34) oz. fragmenta dolžine 187 bp in 113 bp (alel 1.56). Pri vzorcih SM II 1.34 in 
SM II 1.56 vidimo rahli lisi fragmentov, ki sta na isti višini kot negativna kontrola. Lisi sta 
na sliki 12 označeni z rumenima puščicama.  
 
Analiza z encimom BsaWI se uporablja samo pri vzorcih transformiranih s sgRNA 8, in 
sicer s sgRNA 8.2 (vzorec SM IV), saj encim ne prepoznava nukleotidnega zaporedja, ki je 
komplementarno sekvenci sgRNA 8.1. Encim BsaWI reže nemutirano DNA na fragmenta 
dolžine 174 bp in 94 bp. Pri vzorcu SM IV 8, vidimo liso, označeno z rumeno puščico na 
sliki 12, ki je na isti višini kot nerazrezana kontrola.  
 
Lisa fragmentov vzorca SM II 1.56 bi potrdila pozitivni rezultat analize z endonukleazo 
T7, če ne bi dobili problematičnih rezultatov pri pozitivnih kontrolah, katere fragmenti bi 
morali bili čisto razrezani, mi pa lahko zasledimo še dodatno liso z nerazrezanimi 
fragmenti. Vzrok temu bi bila lahko premajhna količina dodanih encimov, vendar so bili ti 
v reakciji uporabljeni v prebitku oz. napaka pri pomnoževanju PCR. Z dobljenimi rezultati 
ne moremo neizpodbitno potrditi indukcije mestno specifičnih mutacij. 
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Slika 12: Rezultat testov z endonukleazo T7 in restrikcijskimi encimi za detekcijo mutacij. 
4.3.2.3 Detekcija mutacij s sekvenciranjem 
Rezultate sekvenčne reakcije smo pregledovali in urejali s programom 
CodonCodenAligner. Sekvence vseh vzorcev smo primerjali s sekvencami negativnih 
kontrol BN.  
Osredotočili smo se predvsem na sekvenco vzorca SM II 1.56 (transformiranim s sgRNA 
1.2.), saj je test z endonukleazo T7 nakazoval pozitivni rezultat indukcije mestno 
specifične mutacije. Sekvenca pozitivne kontrole BN 1.56 je prikazana na sliki 13. S 
puščico je označeno mesto, kjer naj bi prišlo do razreza dvojne vijačnice DNA – t.j. 3 
bazne pare od 5'-konca PAM regije, ki je na sliki 13 označena s črnim okvirjem in ima 
sekvenco 5'-AGG-3'. 
 
Slika 13: Del nukleotidnega zaporedja gena pds pri oljni ogrščici, ki je komplementarno sekvenci sgRNA 
1.2. 
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Rezultati sekvenčnih reakcij naših vzorcev so bili negativni, saj noben ni nakazoval, da je 
prišlo do mutacije (delecije ali adicije nukleotidov na mestu predvidenega razreza dvojne 
vijačnice). 
 
Sekvenca vzorca SM II 1.56 v primerjavi s sekvenco vzorca BN 1.56 (slika 13), ni bila 
tako lepa. Sekvenčna reakcija vzorca SM II 1.56 je bila slabše očiščena, obenem pa na 
mestu, kjer naj bi prišlo do razreza, ni bilo vidne mutacije. K temu lahko pripišemo tudi 
dejstvo, da je višina pikov povezana s kopijami pomnožka - delež nemutirane DNA je bil 
namreč večji od deleža mutirane DNA. S tem rezultatom sekvenčne analize, ne moremo 
dokončno potrditi rezultatov encimskih analiz, ki so nakazovali, da je prišlo do mutacije 
tarčne sekvence DNA. Če bi želeli potrditi naše domneve o pozitivni indukciji mestno 
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5.1 OPTIMIZACIJA IZOLACIJE PROTOPLASTOV 
Majhno število ponovitev poskusov nam otežuje interpretacijo rezultatov.  
Pri primerjavi koncentracije in živosti protoplastov, izoliranih iz različnega izhodnega 
rastlinskega materiala, smo ugotovili, da sta tako koncentracija, kot tudi živost 
protoplastov pred in po transformaciji le-teh, najvišji pri uporabi in vitro gojenih etioliranih 
hipokotilov. Priporočilo uporabe etioliranih hipokotilov za izolacijo hipokotilnih 
protoplastov s strani Wang in sod. (2003), Klíma in sod. (2009) ter Kiełkowska in Adamus 
(2012, 2014) smo z našim poskusom potrdili.  
 
Rezultati primerjave treh različnih metod izolacije protoplastov nakazujejo, da je tako z 
vidika koncentracije kot tudi živosti protoplastov, najprimernejša metoda 1-2D, vendar 
moramo vzeti v zakup, da se je izolacijo z slednjo metodo izvedlo samo enkrat, medtem, 
ko sta se pri metodah 1D in 2D naredili dve ponovitvi. Koncentracija protoplastov (pred 




, njihova pripadajoča živost 
pa 85 % in 65 %. Z metodo 2D se je izoliralo protoplaste s koncentracijo 4,9x10
5 
in 58 % 
živostjo, ter s koncentracijo 7x10
4 
in pripadajočo 76 % živostjo. Rezultati posamičnih 
meritev kažejo dokaj veliko variabilnost med ponovitvama.  
 
Največja koncentracija protoplastov, glede na posamične poskuse, je bila izmerjena pri 
izolaciji s pomočjo metode 1D, največja živost pa pri izolaciji s pomočjo metode 1-2D. 
Izstopa vzorec 1-2D-T (vzorec transformiran s plazmidom pCAMBIA1302 - ZsGreen), pri 
katerem je bil ugotovljen nizek odstotek živosti protoplastov po transformaciji, v 
primerjavi z 88-odstotno živostjo izmerjeno dan prej, in kateri je bil edini z uspešno 
transformacijo s plazmidom.  
 
24-ur po transformaciji je bila izmerjena slabša živost protoplastov. Majhen padec živosti 
je bil pričakovan, saj smo protoplaste v času transformacije s PEG izpostavili stresnim 
razmeram.  
Edini vzorec, kjer padca ni bilo zaznanega, je bil vzorec 2D, pri katerem je bila živost 
transformiranega in kontrolnega vzorca po 24-urah večja, kot je bila le-ta pred 
transformacijo. Vzrok temu je bila najverjetneje napaka pri meritvi živosti protoplastov 
pred transformacijo. Ker smo pri meritvah naključno izbrali 100 protoplastov je možno, da 
smo izbrali vzorec z večjim deležem mrtvih protoplastov (v tem primeru bi bil glavni 
vzrok slabo resuspendiranje suspenzije protoplastov pred nanosom 10 µl suspenzije na 
hemocitometer) ali pa smo šteli predolgo, in je posledično zaradi daljšega osvetljevanja 
protoplastov obarvanih z barvilom FDA prišlo do bledenja fluorescence, zaradi 
neobstojnosti FDA na svetlobi.  
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Priporočila s strani Yoo in sod. (2007), da je enodnevna metoda izolacije protoplastov 
najprimernejša ne moremo potrditi. Rezultati nakazujejo, da je najprimernejša metoda za 
izolacijo protoplastov sestavljena iz korakov enodnevne in dvodnevne izolacije. 
Predvidevamo, da je najpomembnejši korak dvodnevne izolacije pri 1-2D metodi 
prekonočna inkubacija rastlinskega materiala v encimski raztopini, ki jo priporoča večina 
avtorjev. Izbira metode 1-2D kot najprimernejše pa ni bazirala le na najboljših dobljenih 
rezultatih izolacije, temveč tudi na ugotovitvi, da je metoda poenostavljena verzija izvornih 
metod 1D in 2D. Izključuje namreč korake, ki otežujejo delo raziskovalcu (1D izolacija je 
časovno dolga, vključuje postopek vakuumiranja, obenem pa je potrebna dodatna 
previdnost ter pozornost pri jemanju majhnih vzorcev iz erlenmajerice za vakuumiranje) 
 
Pri poskusih primerjave vpliva različnih encimskih raztopin na izolacijo protoplastov, smo 
izključili vse zunanje dejavnike, ki bi lahko vplivali na naše rezultate, zaradi česar le-ti ne 
bi bili reprezentativni. Metoda s katero smo izolirali protoplaste iz pet dni starih etioliranih 
hipokotilov je bila 1-2D, inkubacija enega grama rastlinskega tkiva v desetih mililitrih 
encimskih raztopin pa je bila prekonočna. Encimske raztopine, s katerimi smo izolirali 
najvišje število protoplastov, so bile ER-3, ER-6 in ER-4, raztopine, s katerimi smo 
izolirali najnižje število protoplastov, pa so bile ER-1, ER-2 in ER-5. Iste rezultate smo 
dobili tudi glede živosti izoliranih protoplastov, saj smo dobili najboljše rezultate pri 
uporabi encimskih raztopin ER-6, ER-3 in ER-4. Rezultate poskusa smo rangirali glede na 
priporočilo Woo in sod. (2015), da je za uspešno transformacijo potrebna uporaba 
suspenzije protoplastov s koncentracijo 1x10
5
 protoplastov/ml.  
 
Pri primerjavi živosti protoplastov smo ugotovili, da je ta v povprečju (ne glede na vrsto 
uporabljene celulaze) višja pri protoplastih, kjer so se za njihovo izolacijo uporabili encimi 
z višjo koncentracijo (1 % 'Onozuka R-10' in 1,5 % 'Onozuka RS'). Pri uporabi encimske 
raztopine ER-3 je bila živost protoplastov v povprečju 73 %, pri uporabi raztopine ER-4 
66% in pri protoplastih izoliranih s pomočjo raztopine ER-6 77 %. Priporočilo uporabe 
celulaze 'Onozuka R-10' za izolacijo protoplastov s strani Wang in sod. (2003), Kaur in 
sod. (2006), Yoo in sod. (2007), Kiełkowska in Adamus. (2012) ter Woo in sod. (2015) 
načeloma potrjujemo, vendar rezultati posamičnih poskusov nakazujejo, da je 
najprimernejša kombinacija encimov za izolacijo protoplastov oljne ogrščice 1,5 % 
'Onozuka RS' in 0,75 % 'Macerozyme R-10' (raztopina ER-6). Vredno bi bilo poskusiti ali 
dobimo višji odstotek živosti protoplastov ob uporabi 7-dni starih hipokotilov, kot to 
priporočajo Nugent in sod., 2006, Kaur in sod., 2006, ter Woo in sod. (2015). 
Barvanje protoplastov s FDA in določanje živosti pred in po transformaciji pod 
mikroskopom, je enostavna metoda, primerna za manjše število vzorcev. 
47 
Mazinjanin S.  Indukcija mestno specifičnih mutacij ... v protoplaste oljne ogrščice (Brassica napus L.). 




5.2.1 Transformacija s plazmidom pCAMBIA1302 - ZsGreen 
Preliminarni testi transformacije s plazmidom so bili narejeni, da bi ugotovili uspešnost 
vnosa plazmida v protoplaste različnih koncentracij in živosti. S tem smo pridobili 
informacije o najprimernejši metodi izolacije protoplastov, s katero se izolira protoplaste z 
najprimernejšo koncentracijo in živostjo za nadaljni poskus transformacije s kompleksi 
CRISPR/Cas. 
 
Za potrditev uspešnosti transformacije smo v protoplaste vnesli plazmid z reporterskim 
genom ZsGreen in po 24-urni inkubaciji preverjali prehodno ekspresijo vnesenega gena. 
Protein ZsGreen povzroča pri transformiranih celicah zeleno fluorescenco. 
 
Za tranformacije s plazmidom pCAMBIA1302 - ZsGreen smo uporabili protoplaste 
izolirane pri poskusih optimizacije metode izolacije. Do uspešne transformacije s 
plazmidom pCAMBIA1302 - ZsGreen je prišlo le pri protoplastih izoliranih z metodo 1-
2D. Koncentracija protoplastov pred transformacijo je bila 3,60 x10
5 
protoplastov/ml, 
njihova živost pa 88 %. Glede na naš protokol transformacije s PEG je za eno 
transformacijo potrebno vsaj 8x10
3
 protoplastov, medtem, ko smo mi v tem primeru dodali 
7x10
4
 protoplastov. To število protoplastov bi lahko zadostovalo za približno 9 
transformacij, vendar prav v namen pridobitve pozitivnih rezultatov koncentracije 
protoplastov nismo redčili.  





 protoplastov/ml) ni bila zagotovilo za 
uspešno transformacijo. V bistvu bi bila večja verjetnost, da bi do uspešne transformacije 
prišlo pri nižji koncentraciji celic in ob enaki količini plazmida. Priporočila Yoo in sod. 
(2007), da je koncentracija 2x10
4
 protoplastov/ml dovolj visoka za uspešno transformacijo, 
z dobljenimi rezultati nismo potrdili.  
 
Skozi vse ostale poskuse transformacij smo se soočali s slabo (ničto) transformacijo. 
Domnevamo, da bi bili temu lahko vzrok koncentracija izhodnih protoplastov in/ali slabša 
živost protoplastov ter fragmentacija plazmidov v času transformacije. Četudi se je 
postopek transformacije vedno izvajal kar se da pazljivo, bi bilo možno, da je do 
negativnih rezultatov prišlo tudi zaradi prisotnosti človeške napake.  
 
40 % raztopina PEG naj bi zaradi visoke koncentracije omogočala višji odstotek 
protoplastov, ki bi izražali reporterski gen ZsGreen, kar pa z našimi rezultati ne moremo 
potrditi. Raztopini PEG nismo umerjali pH, zaradi česar je imela pH v rahlo kislem 
območju. Ta pH naj bi bil v skladu s pH-jem encimskih raztopin in ostalih raztopin 
uporabljenih v poskusih izolacije, transformacije in gojenja protoplastov. Iz tega razloga 
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naj bi bil stres za protoplaste manjši, in posledično uspeh transformacije večji. To lahko 
potrdimo le za vzorec, kjer je do transformacije dejansko prišlo. Po priporočilu Yoo in sod. 
(2007) raztopine PEG nismo avtoklavirali, saj bi se le-tej posledično spremenila pH 
vrednost, kar bi negativno vplivalo na protoplaste. Za optimizacijo transformacije, bi bilo 
vredno testirati priporočilo Yoo in sod. (2007) glede vsaj eno urne inkubacije protoplastov 
pri 4 °C, pred samo transformacijo s PEG in priporočilo Maddumage in sod. (2002) glede 
kratke inkubacije suspenzije protoplastov, plazmidov in PEG pri temperaturi višji od 25 
°C. 
 
Transformirane protoplaste smo pri pregledu pod mikroskopom in uporabi seta filtrov za 
detekcijo zelene fluorescence opazili kot močno zeleno svetleče protoplaste (uspešno 
izražanje reporterskega gena ZsGreen). Vsak poskus je vseboval negativno kontrolo, kateri 
plazmidna DNA z genom za protein ZsGreen ni bila dodana. Določanje uspešnosti 
transformacije s pomočjo štetja obarvanih protoplastov pod mikroskopom je dokaj 
subjektivno, saj se lahko spregleda šibkeje fluorescirajoče protoplaste. Šibkeje izražen 
ZsGreen bi lahko zamenjali za avtoflurescenco protoplastov. Kljub temu je bila metoda za 
potrebe naših poskusov primerna. 
 
Metoda neposrednega vnosa plazmidne DNA v protoplaste s PEG je uspešna za 
transformacijo različnih rastlinskih vrst, npr. koruze, navadnega lana, tobaka, petunije, 
cvetače in drugih. Nugent in sod. (2005) so skušali s pomočjo PEG vnesti plazmidno DNA 
v protoplaste cvetače za transformacijo jedrnih genov. Pri tranformaciji s PEG so uporabili 
500 µl protoplastov s koncentracijo 1x10
6
 protoplastov/ml in 30 µg plazmida pGUS-HYG 
s koncentracijo 60 µg/ml, medtem, ko smo pri naših poskusih uporabili 200 µl 
protoplastov s koncentracijo 3,6x10
5
 protoplastov/ml in 20 µg plazmida pCAMBIA1302 – 
ZsGreen s koncentracijo 583 ng/µl. V primerjavi z njihovim plazmidom velikosti 6,7 kbp, 
je bil plazmid uporabljen v naši raziskavi večji, velikosti 10,5 kbp. Mi smo v naši raziskavi 
v primerjavi z njimi glede na število protoplastov za transformacijo uporabili več 
plazmida. Plazmid pGUS-HYG vsebuje reporterski gen gus, ki kodira β-glukoronidazo, ter 
selekcijski gen hpt, za odpornost na antibiotik higromicin B. Protoplaste so za namen 
regeneracije kultivirali na različnih gojiščih, med drugim na gojišču z dodanim 





. Nizko uspešnost transformacije bi lahko pripisali dodatnemu stresu, v 
katerem so bili protoplasti izpostavljeni v času regeneracije, obenem pa bi bila lahko 
težava tudi živost protoplastov o kateri v članku ni bilo govora. 
 
Yoo in sod. (2007) so mnenja, da je za uporabo prehodne transformacije za zanesljive 
nadaljnje študije izražanja genov, potrebna vsaj 50 % uspešnost transformacije, da se lahko 
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Kljub enem uspešnem vnosu plazmida nismo mogli sklepati o uspešnosti vnosa RNP, saj 
gre za vnos dveh različnih makromolekul.  
5.2.2 Transformacija s kompleksi RNP 
Izolacija s pomočjo metode 1-2 D in encimskih raztopin ER-3 ter ER-6 za pridobitev 
protoplastov oljne ogrščice v višjih koncentracijah za poskus transformacije s kompleksi 
CRISPR/Cas, ni bila težavna, zato ni bilo razloga, da bi za transformacijo uporabili nižjo 
koncentracijo od 1x10
5
 protoplastov/ml. Dejanska koncentracija je bila celo višja od 1x10
5
 
protoplastov/ml, kot jo predlagajo Woo in sod. (2015), in sicer 9,1x10
5
 protoplastov/ml v 
vzorcu ER-3 in 3,3x10
5
 protoplastov/ml v vzorcu ER-6. Živost protoplastov ER-3 je bila 
72 %, živost protoplastov ER-6 pa 84 %. S tem rezultatom smo potrdili rezultate 
preliminarnih testov glede primernosti uporabe etioliranih hipokotilov, kot izhodnega 
rastlinskega materiala, in encimskih raztopin z vsebujočimi celulazami "Onozuka R-10" ter 
"Onozura RS" v višjih koncentracijah, za optimalno izolacijo protoplastov oljne ogrščice. 
Protoplastov za poskuse transformacije s CRISPR/Cas9 nismo redčili. Visoka 
koncentracija in živost izoliranih protoplastov sta bili dobra predpostavka za uspešno 
transformacijo s kompleksi CRISPR/Cas9.  
 
S pomočjo štirih različnih sgRNA smo želeli mutirati gen pds na štirih različnih mestih. S 
pomočjo vodečih sgRNA 1.1. in sgRNA 1.2. naj bi Cas9 rezala na dveh različnih mestih na 
eksonu 1, s pomočjo sgRNA 8.1. in sgRNA 8.2. pa naj bi Cas9 rezala na dveh različnih 
mestih na eksonu 8, kot je razvidno iz slike 4.  
 
Kot navajajo Xu in sod. (2014), naj bi imeli na učinkovitost in specifičnost sistema 
CRISPR/Cas vpliv različni dejavniki. Uspešna endonukleazna aktivnost Cas9 in 
specifičnost delovanja sgRNA sta bili preverjeni pred samim postopkom transformacije s 
pomočjo testa razreza DNA in vitro z RNPji, ki so bili kasneje uporabljeni za protoplaste. 
Po poročanju Woo in sod. (2015) je za uspešno transformacijo primerno molarno razmerje 
Cas9:sgRNA = 1:2-10. Razmerja molarnih koncentracij pri različnih sgRNA so bila v 
našem primeru od 1:13 do 1:17. Količina endonukleaze Cas9 na eno transformacijo je bila 
pri nas 28 µg, kar se je skladalo s priporočilom Woo in sod. o uporabi 10-60 µg encima.  
 
Pri reakciji PCR s polimerazo Q5 za namnožitev DNA je bila glavna skrb zagotoviti 
primerni temperaturni profil, predvsem primerno temperaturo za prileganje začetnih 
oligonukleotidov.  
 
Brassica napus L. je alotetraploid, zato se lahko na istem genskem lokusu pojavljajo aleli v 
do štirih različnih variantah. Aleli se med sabo razlikujejo po polimorfizmu posameznih 
nukleotidov (angl. single nucleotid polymorphism, SNP). V našem primeru smo 
pomnoževali dva različna alela gena pds na genskem lokusu, zato smo pri pripravi mešanic 
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PCR uporabljali dva različna para začetnih oligonukleotidov za ekson 1 (Bn.DET.1.34 in 
Bn.DET.1.56), pri nastavitvi temperaturnega profila reakcije PCR, pa smo morali 
zagotoviti čim višjo temperaturo za prileganje začetnih oligonukleotidov (65 °C), da se je 
pomnoževal samo en alel. Pomembno je bilo, da specifični začetni oligonukleotidi res 
pomnožujejo le po en alel. Uspešnost metode PCR s polimerazo Q5 smo preverili in 
dokazali z nanosom vzorcev na agarozni gel (slika 11). 
 
Uspešnost transformacije s CRISPR/Cas smo preverili z uporabo endonukleaze T7, PCR-
RFLP ter s sekvenčno reakcijo po Sangerju. Endonukleza T7E1 prepoznava točkovna 
neujemanja na tarčni sekvenci (t.j. heteroduplekse, saj se v primeru mutacije verigi DNA 
ne prilegata popolnoma) in razreže DNA. S tem dobimo različno dolge fragmente. 
Pri vzorcu SM II smo po razrezu z T7E1 opazili fragmente ustreznih dolžin, ki bi lahko 
nakazovali na tarčno mutagenezo protoplastov. Testi z restrikcijskimi encimi sicer 
nakazujejo, da je do tarčno specifičnih mutacij prišlo tudi pri drugih vzorcih, vendar z 
dobljenimi rezultati ne moremo neizpodbitno potrditi indukcije mestno specifičnih mutacij. 
 
Rezultati sekvenčne reakcije potrjujejo našo trditev. Sekvenciranje po Sangerju je sicer 
primerna metoda za dokazovanje uspešnosti transformacije, vendar zataji v primeru, ko je 
frekvenca mutacij nizka, kot je bilo to v našem primeru. Za pridobitev informacij o 
dejanski stopnji mutacij bi morali vzorce analizirati z drugimi, bolj občutljivimi tehnikami, 
kot so npr. tehnike sekvenciranja naslednjih generacij. 
Woo in sod. (2015) so s pomočjo endonukleaze T7 in NGS potrdili prisotnost tarčnih 
mutacij v deležih med 8,4 in 44 %, pri regeneriranih protoplastih pa do 46 %. 
 
Za optimizacijo transformacije s sistemom CRISPR/Cas bi bilo vredno poskusiti, ali bi s 
transformacijo protoplastov s koncentracijo 1x10
5
, kot to priporočajo Woo in sod. (2015), 
dvignili frekvenco uspešne mutageneze. Višja koncentracija protoplastov tudi pri tem 
poskusu namreč ni bila zagotovilo za uspešno transformacijo. Obenem bi bilo vredno 
poskusiti tudi njihovo priporočilo izpostavitve protoplastov temperaturnemu šoku, ki bi naj 
izboljšala verjetnost uspešne transformacije. Za pridobitev boljših rezultatov bi bila 
potrebna še dodatna optimizacija same izolacije protoplastov, da bi pridobili protoplaste s 
čim večjo živostjo, in preučitev primernega koncentracijskega razmerja protoplastne DNA, 
sgRNA in Cas9 ter molarnega razmerja sgRNA in Cas9.  
 
Vettori in sod. (2016) poročajo, da je bila tehnologija CRISPR/Cas za indukcijo mestno 
specifičnih naključnih mutacij gena pds uporabljena že pri repnjakovcu, soji, sirku, rižu, 
pšenici in koruzi, rezultati naše analize pa nakazujejo primernost te metode tudi za 
indukcijo mutacije gena pds pri oljni repici. S tem načinom bi bilo možno pripraviti 
rastline z izbitim genom za fitoen desaturazo.  
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Transgene rastline oz. gensko spremenjene rastline so rezultat uporabe novejšega 
molekularno biološkega znanja v žlahtnjenju kmetijskih rastlin, zato jih uvrščamo med 
gensko spremenjene organizme (Bohanec in sod., 2014). V skladu s slovensko zakonodajo 
je "GSO organizem, z izjemo človeka, ali mikroorganizem, katerega genski material je 
spremenjen s postopki, ki spreminjajo ta material drugače kot to poteka v naravnih 
razmerah s križanjem ali rekombinacijo." (Zakon …, 2005; Zakon …, 2010). Kljub tej 
definiciji, se za GSO smatra organizem, v katerega je z uporabo sodobnih metod 
biotehnologije vnesen točno določen gen za točno določeno lastnost iz drugega organizma.  
 
Pomembno dejstvo kompleksov sgRNA/Cas9, ki omogočajo mestno specifično mutacijo in 
povzročijo izbijanje genov je, da se za njihov prenos v protoplaste uporablja neposredne 
metode transformacije in da je mogoče mutacije povzročiti s pomočjo kompleksov RNP 
brez uporabe transgeneze. Brez uporabe vektorjev tako ni možnosti vnosa rekombinantne 
DNA. Glede na sedanji regulativni okvir za uvajanje gensko spremenjenih poljščin je 
veliko zanimanja o možnosti za razvoj stabilne mutacije, brez prisotnosti transgena. 
Čeprav je regulacija o rastlinah s "preurejenim genomom" še v fazi razprave, obstaja 
možnost, da rastline brez transgenov ne bodo predmet obstoječih predpisov o gensko 
spremenjenih rastlinah (Lawrenson in sod., 2015). 
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Cilj magistrske naloge je bil indukcija mestno specifične mutacije v genu pds, ki kodira 
encim fitoen desaturazo, z vnosom ribonukleoproteinskih kompleksov (RNP) v protoplaste 
oljne ogrščice. Z direktnim vnosom RNP brez pomoči genskih konstruktov smo želeli 
zagotoviti tarčno mutagenezo brez vnosa tuje DNA v celico.  
 
V ta namen smo optimizirali izolacijo protoplastov in prišli do zaključkov, da so 
najprimernejši izhodni rastlinski material za izolacijo etiolirani hipokotili, da je bila 
najprimernejša metoda izolacije sestavljena iz korakov enodnevne in dvodnevne izolacije, 
katere najpomembnejši dejavnik je prekonočna inkubacija v encimski raztopini ter da 
dobimo najboljše rezultate glede razgradnje celične stene s celulazami, in sicer 1 % 
Onozuka R-10 in 1,5 % Onozuka RS. 
 
Z direktnim vnosom plazmida v protoplaste in identifikacijo aktivnosti njegovega izražanja 
smo ugotovili, da sta za uspešno transformacijo potrebni tako dovolj visoka koncentracija 
protoplastov, kot tudi visoka stopnja živosti le-teh. Kljub enem uspešnem vnosu plazmida 
v protoplaste nismo mogli sklepati o uspešnosti vnosa RNP, saj gre tu za vnos dveh 
različnih makromolekul.  
 
Pri oljni ogrščici, ki je alotetraploid, smo s transformacijo protoplastov z RNPji 
CRISPR/Cas9 ciljali na mutacijo v dveh eksonih gena pds. Uspešnost tarčne mutageneze 
protoplastov smo preverjali z uporabo endonukleaze T7E1, restrikcijskih encimov in 
sekvenčne analize, s katerimi pa mutacij nismo mogli z gotovostjo potrditi. Za potrditev 
mestno specifične mutageneze bi bila potrebna identifikacija mutacij z bolj občutljivimi 
metodami.  
 
Z raziskavo smo ugotovili, da je za doseganje uspešne transformacije protoplastov 
potrebno optimizirati samo izolacijo protoplastov, kot tudi zmanjšati vpliv dejavnikov, ki 
najbolj vplivajo na učinkovitost RNP, med drugim s preučitvijo primernega molarnega 
razmerja sgRNA in Cas9. Za praktično uporabnost naše metode bi potrebovali višji 
odstotek uspešnosti tarčne mutageneze.  
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Protoplasti so edinstveni enocelični sistemi, zanimivi predvsem z vidika sodobne 
biotehnologije. Z napredkom v genomiki, proteomiki in metabolomiki se je zanimanje za 
protoplaste ponovno obudilo. Danes so na voljo zanesljivi postopki za izolacijo in 
kultivacijo protoplastov različnih rastlin, vključno enokaličnic in dvokaličnic. Več 
parametrov, predvsem primeren izhodni rastlinski material, gojišča in okoljski dejavniki, 
vplivajo na sposobnost totipotentnosti protoplastov. Pri oljni ogrščici Brassica napus L., ki 
je ena izmed najpomembnejših oljnic tako v Sloveniji kot na svetu, smo ugotovili, da imajo 
hipokotilni protoplasti izolirani iz etioliranih hipokotilov z 1,5 % celulazo Onozuka-RS oz. 
1 % celulazo Onozuka-R10 optimalno koncentracijo (>1x10
5
 protoplastov/ml) in živost 
(>73 %), da postanejo osnova vrste eksperimentalnih postopkov, med drugim genske 
manipulacije s CRISPR/Cas9 transformacijo. 
 
CRISPR/Cas9, hitro razvijajoča se tehnologija, je preprosta, ekonomična in vsestranska. 
Uporabljena je v namen temeljnih znanstvenih raziskav in genskega inženirstva. 
Tehnologija se vseskozi razvija, njena uporaba pa se nenehno širi. Pri tej tehniki kompleks 
sgRNA/Cas9 ob prepoznavi tarčnega mesta s 20 nt dolgim komplementarnim odsekom 
povzroči dvojni prelom DNA. Do željene spremembe v genomski DNA pride zaradi 
celičnih popravljalnih mehanizmov, ki lahko vnesejo mestno specifične naključne mutacije 
in s tem izbitje endogenih genov. 
 
Pri vnosu kompleksov sgRNA/Cas9 v celice z neposredno metodo transformacije, torej 
brez vektorjev, ni vnosa tuje DNA. To dejstvo in razumevanje, da so mestno specifične 
mutacije enake mutacijam v naravi, bi lahko pomenilo, da rastline brez transgenov ne bodo 
predmet obstoječih predpisov o gensko spremenjenih rastlinah. Pri vzpostavitvi takšne 
metode vnosa mutacij v protoplaste so najpomemnejši koraki optimizacija izolacije 
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Priloga A1: Prepoznava tarčne sekvence in vezava nanjo s komponentama crRNA in tracrRNA (A) oz. s 




Priloga A2: Način vezave kompleksa Cas9-sgRNA na tarčno sekvenco DNA in njen razrez (prirejeno po 
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Rezultati statistične analize 
 
 
Priloga B1: Grafični prikaz primerjave živosti protoplastov izoliranih iz različnega rastlinskega materiala. 
 
 Df F value Pr(>F) 
group 5 0.388 0.8477 
 12   
Priloga B2: Prikaz rezultata Levenovega testa za število izoliranih protoplastov.  
 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Encimske raztopine 5 3.956 0.7912 11.68 
0.000283 
*** 
Residuals 12 0.813 0.0677   
 
Signif. codes:  0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 




























Dan meritve živosti protoplastov 
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Priloga B4: Slika ostankov. 
 
 Df  F value Pr(>F) 
group 5 4.0731 0.0215 * 
 12   
Priloga B5: Prikaz rezultata Levenovega testa za živost protoplastov. 
 
Kruskal-Wallis rank sum test (data:  Zivost_prot by Enc_razt) 
Kruskal-Wallis chi-squared = 13.8748, df = 5, p-value = 0.01642 
Priloga B6: Rezultat Kruskal-Wallisovega testa za živost protoplastov. 
 
 ER-6 ER-4 ER-5 ER-1 ER-2 
ER-4 0.688     
ER-5 0.078 0.143    
ER-1 0.078 0.149 0.938   
ER-2 0.078 0.156 0.938 0.938  
ER-3 0.911 0.938 0.116 0.116 0.117 
Priloga B7: Korekcija p-vrednosti, dobljenih z Dunnovim testom mnogoterih primerjav parov, z metodo BH. 
 
 ER-6 ER-4 ER-5 ER-1 ER-2 
ER-4 0.459     
ER-5 0.010 0.067    
ER-1 0.013 0.079 0.938   
ER-2 0.016 0.094 0.876 0.938  
ER-3 0.668 0.755 0.032 0.039 0.047 
Priloga B8: Rezultati Dunnovega testa mnogoterih primerjav parov, brez korekcije p-vrednosti.  
